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ПРЕДИСЛОВИЕ 


Физиолого-биохимические сопоставления, проводимые 
в рамках комплексного подхода к изучению принципов и механиз- 
мов структурно-функциональной организации систем обеспечения 
сложных видов деятельности головного мозга человека применя- 
ются в Отделе нейрофизиологии человека НИИ эксперименталь- 
ной медицины более 20 лет. Новый — молекулярный — аспект 
этих исследований получил развитие лишь в последние годы 
благодаря появившейся возможности анализа тонких химических 
процессов, которые имеют отношение к механизмам повышения 
эффективности синаптической передачи. Интерес к этой проблеме 
обусловлен актуальностью поиска «биохимической расшифровки» 
тех физиологических коррелят, которые лежат в основе мозговых 
кодов различных форм деятельности у человека, в том числе 
психической. Поэтому существенно важно было определить 
те конкретные биохимические реакции, которые способны участ- 
вовать в обеспечении высокой скорости передачи информации 
в головном мозгу, с одной стороны, и с другой — поддерживать 
высокий уровень энергетического метаболизма в нервной ткани. 
В последние годы становится очевидным, что одним из наиболее 
важных энергетических метаболитов ткани головного мозга явля- 
ются кислые дикарбоновые аминокислоты — Г.-глутамат и Г.-ас- 
партат, которые обладают выраженным возбуждающим действием 
на нейроны. Общепризнано, что они являются основными возбуж- 
дающими нейропередатчиками в головном мозгу млекопитающих. 
Вместе с тем нейрорецепторы возбуждающих аминокислот 
мало изучены. Монография С. А. Дамбиновой восполняет сущест- 
вующий пока пробел в отечественной литературе, посвященной 
этому классу нейрорецепторов. Содержанием монографии наряду 
с привлеченными автором обширными современными сведениями 
литературы в основном послужили материалы собственных экспе- 
риментальных исследований С. А. Дамбиновой и ее сотрудников. 
В своей монографии автор осветил и такие общие вопросы совре- 
менной нейробиологии, как молекулярные основы взаимного 
«узнавания» нейронов, роль нейропептидов в высших функциях 
мозга, механизмы регуляции эффективности синаптической пере- 
дачи. Критическое, творческое обобщение собственных экспери- 
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ментальных и литературных данных позволяет, в частности, 
по-иному взглянуть на известные патогенетические механизмы 
ряда неврологических нарушений, особенно при эпилепсии. Эти 
материалы дают возможность повысить эффективность поиска 
новых лекарственных средств для лечения эпилепсии. 
Особое внимание в монографии уделяется свойствам глутамат- 
ных рецепторов, изолированных из ткани головного мозга чело- 
века. Иммуноцитохимический анализ распределения этих рецеп- 
торных белков в нейронах позволяет решить проблему визуали- 
зации глутаматных рецепторов в нервной ткани в норме и при 
патологических процессах. Обсуждение возможности применения 
моноклональных антител для маркирования глутаматрецептивных 
путей в головном мозгу у человека при использовании в клинике 
метода позитронно-эмиссионной томографии имеет под собой 
почву. Этот метод получает в последние годы все более широкое 
распространение для изучения метаболизма ряда нейрорецепторов 
головного мозга ш у\!уо у человека в процессе выполнения различ- 
ных видов деятельности и поведенческих реакций. Научные пер- 
спективы исследования вклада глутаматных рецепторов в меха- 
низмы развития сложных психических функций у человека пред- 
ставляются многообещающими. Хотелось бы надеяться, что 
содержащиеся в этой книге материалы окажутся интересными 
тем, кто работает в этой увлекательной области. 


Июнь 1987 г. Академик Н. П. Бехтерева 
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ВВЕДЕНИЕ 


Разработка проблем современной биохимии мозга чело- 
века требует понимания базисных метаболических процессов 
в нервной ткани, которые лежат в основе формирования высших 
функций мозга (памяти, эмоций, мышления). Результаты успеш- 
ных исследований нейрофизиологических принципов жизнедея- 
тельности здорового и больного мозга человека, проводимых под 
руководством академика Н. П. Бехтеревой, позволяют сформули- 
ровать дальнейшие перспективные задачи функциональной нейро- 
химии — поиск биохимической расшифровки физиологических 
коррелят мозговых кодов психической деятельности человека, 
в частности молекулярных аспектов приема и переработки хими- 
ческих сигналов в синаптическом аппарате нейрональных эле- 
ментов. 

В настоящее время многие особенности метаболизма нейронов 
и превращений медиаторов в синапсах изучены достаточно полно. 
Однако при детальном анализе функций нейронов оказывается, 
что большинство неизученных вопросов, касающихся механизмов 
скоростной передачи химических сигналов, связаны с необходи- 
мостью углубленного исследования молекулярной организации 
нейрональной мембраны, природы и свойств ее важных струк- 
турных компонентов — нейрорецепторов. Изучение рецепторных 
комплексов на мембране нейрона является ключевым для пони- 
мания интегративных функций этих клеток, молекулярных про- 
цессов их взаимодействия между собой, которые лежат в основе 
сложной деятельности мозга человека. 

Значительный интерес к медиаторной роли глутамата в послед- 
ние годы обусловлен прежде всего его ярко выраженной способ- 
ностью вызывать возбуждающий эффект в большинстве нейронов 
млекопитающих и нервно-мышечных синапсах беспозвоночных. 
Кроме того, глутаматсвязывающие участки обнаружены на мемб- 
ранах самых разных животных: от низших до приматов. Эти 
факты ставят проблему изучения функциональной организации 
глутаматных рецепторов в круг вопросов, ответы на которые могут 
дополнить представление о ходе эволюции химических факторов 
переноса информации В разнообразных биологических системах. 
С другой стороны, понимание механизмов структурной организа- 








ции глутаматных рецепторов позволяет получить представление 
об эволюции разных типов нейрорецепторов, а именно рецепторов 
медиаторных кислот и пептидов, их взаимосвязи и иерархии 
в системе обеспечения интегративных функций головного мозга 
человека. 

Широкая распространенность глутаматергических и глута- 
матрецептивных синапсов в разных структурах головного мозга, 
ответственных за проявление высших психических и двигательных 
функций, наличие в нервной ткани огромного спектра глутамат- 
содержащих пептидов дают основание полагать, что рецепторы 
глутамата участвуют в реализации сложных поведенческих реак- 
ций, развитии эмоциональных и мыслительных процессов. Кроме 
того, тот факт, что глутаматные рецепторы являются важными 
структурными компонентами нервных путей, проводящих возбуж- 
дение в головном мозгу, свидетельствует о преимущественном 
вовлечении этого типа нейрорецепторов в процессы гиперактив- 
ности нейронов, наблюдающихся при эпилепсии. 

Глутаматные рецепторы ЦНС у высших млекопитающих изу- 
чены значительно меньше, чем у беспозвоночных. Практически 
не изучены они в ткани мозга у человека. Эта диспропорция 
особенно наглядна при сравнении с исследованиями других нейро- 
медиаторов головного мозга, таких как ацетилхолин и катехола- 
МИНЫ. 

Причины этого положения следует искать в том, что трудности 
изучения глутаматных рецепторов связаны прежде всего с отсутст- 
вием специфических блокаторов, способных необратимо связы- 
ваться с рецепторами и служить в качестве метки. Подобные 
соединения, например а-бунгаротоксин, используемые для изуче- 
ния никотиновых холинорецепторов, как показывают результаты 
исследований, нередко определяют успех в изучении природы 
и свойств любых рецепторных белков. 

Кроме того, анализ молекулярных свойств глутаматных рецеп- 
торов существенно осложняется высокой метаболической актив- 
ностью глутамата в клетке, наличием большого числа глутамат- 
утилизирующих ферментов, в том числе и синаптических (напри- 
мер, глутаматдекарбоксилаза, глутаминаза и многие другие). 
Трудности изучения рецепторов глутамата также вызваны сущест- 
вованием процессов поглощения и транспорта этой аминокис- 
лоты в синапсе. Поэтому основным критерием изучения глута- 
матных рецепторов является наличие у них специфических функ- 
ций. 

Основной функцией глутаматного рецептора является регуля- 
ция ионной проницаемости нейрональных мембран и генерирова- 
ние постсинаптического потенциала. Возникающий при этом 


м авание и связывание глу- 
тамата, перестройка структуры рецептора, способствующая 
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| открыванию ионного канала и избирательному транспорту ионов 
в клетку. 

Для глутаматного рецептора особенности этих молекулярных 
процессов изучены крайне недостаточно. В большей степени это 
касается молекулярной природы и функциональной организации 
рецептора. До сих пор неясно, как выполняются регулирующие 
функции рецептора, связаны ли они с единым комплексом на мемб- 
Е ране или сопряжены с разными мембранными структурами. 


1 Не выяснена структура активного центра рецепторной молекулы, 
Е не исследованы механизмы, лежащие в основе его активирования, 
е практически нет данных о топографии и пространственной органи- 
и зации рецептора на мембране нейрона. И, наконец, возникают 
‹- вопросы о возможных последствиях нарушения структуры и функ- 
М ции рецепторов глутамата, о сопоставлении указанных поражений 
ве глутаматрецептивных синапсов с определенной симптоматикой 


некоторых нервных заболеваний, например эпилепсии. 
Рассмотрению этих вопросов посвящена настоящая моногра- 








ы фия. В книге обобщены современные данные и результаты собст- 
ых венных исследований, касающихся преимущественно биохимиче- 

ского исследования глутаматных рецепторов и их структурно- 
ля функциональной характеристики. Эта работа представляет собой 
1а- некоторый итог исследований коллектива биохимиков, химиков, 

физиологов и иммунологов Отдела нейрофизиологии человека 
ТИ (руководитель академик Н. П. Бехтерева), Отдела фармаколо- 
ст гии (руководитель профессор Ю. С. Бородкин) НИИ эксперимен- 
зы- тальной медицины АМН СССР. Оригинальные экспериментальные 
1ые данные, изложенные в этой книге, принадлежат А. И. Городин- 
‚че- скому, В. И. Беседину, М. Н. Маргулису, О. Н. Корешонкову, 
аты М. Н. Деминой, Е. А. Орловой, Т. М. Смирновой, Н. И. Кудряшо- 
оды вой, Л. Б. Пиотровскому, Д. В. Иоффе, М. Н. Думпис и др. При- 

ношу всем коллегам искреннюю благодарность. Считаю своим 
ет: приятным долгом выразить признательность за помощь в подго- 
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Глава 1 


ГЛУТАМАТНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ. 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ 
В НЕРВНОЙ ТКАНИ 


1.1. Метаболизм глутамата в центральных синапсах 


Одной из наиболее распространенных аминокислот, 
имеющих функционально важное значение ДЛЯ организма, явля- 


глутамата (аниона глутаминовой кислоты) и 


роль в тканях головного мозга (ЗПапК её а1., 1979). Н 
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глутамата нуждалась в строгих доказательствах, являлось отсуТ- 
ствие данных о ферментативной деградации этой аминокислоты 
в синапсе. Впоследствии стало ясно, что ферментативное устра- 
нение глутамата не имеет существенного значения и инактивация 
его происходит за счет высокоспецифичного обратного захвата 
пресинаптическими нервными окончаниями и преимущественного 
поглощения медиатора глиальными клетками (Ре Еец@з, 1975; 
Сигиз, Лоппзфоп, 1981). 

Вопрос о медиаторной роли глутамата стимулировал большое 
количество исследований, посвященных путям биосинтеза глута- 
мата в нейронах и глиоцитах, способам инактивации его в си- 
напсах. 

Несмотря на то что многие детали этих процессов еще требуют 
уточнений, основные сопрягающие биохимические реакции, 
происходящие в глутаматергическом синапсе, согласно Мейстеру 
и соавт. (Мез{ег е{ а|., 1979), можно представить следующим 
образом (рис. 1). 

В отличие от большинства аминокислот (нейтральных и основ- 
ных) глутаминовая кислота может активно синтезироваться 
нервными клетками с высокой скоростью, соизмеримой с их 
метаболической потребностью. Скорость поступления глутамата 
в головной мозг у позвоночных много ниже, чем скорость транс- 
порта других аминокислот и низкомолекулярных метаболитов. 

(Натьегоег е{ а1., 1979а). 

В настоящее время принято считать, что основной пул глута- 
мата пополняется за счет обмена глюкозы и глутамина, который 
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Рис. 1. Биохимические реакции, происходящие в глутаматергическом синапсе 
(по: Мез{ег её а|., 1979). 
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Рис. 2. Метаболизм [-глутамата в клетках головного мозга (по: Ме1з{ег её а|., 
1979). 
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медиаторов и модуляторов синаптических процессов, многие из 
которых являются специфичными для ткани головного мозга 
(Кричевская и др., 1983). 

Важным моментом в метаболизме глутамата в ЦНС явля- 
ется то, что глутамат, кроме медиаторной функции и субстрата 
цикла Кребса, выполняет роль предшественника другого, но уже 
тормозного медиатора — }-аминомасляной кислоты (ГАМК) 
(Глебов, Крыжановский, 1978). Количество последней зависит 
от активности глутаматдекарбоксилазы — фермента, превращаю- 
щего глутамат в ГАМК путем отщепления карбоксильной группы. 


В отличие от ГАМК, распределение которой по структурам 
мозга имеет свои особенности и связано с ферментами метабо- 
лизма аминокислоты, глутамат обнаруживается в нервной ткани 
в более высокой по сравнению с известными передатчиками 
концентрации. Например, концентрация [.-глутамата в ткани 
мозга колеблется в пределах 8—12 мкмоль/г, в то время как для 
ГАМК, аспартата и таурина она составляет соответственно 
9, 1.5—3 и 1.5—5 мкмоль/г сырой ткани (Раевский, Георгиев, 1986). 

Следует отметить также взаимосвязь метаболизма 1.-глутамата 
с другим тормозным медиатором — таурином (Гуревич, 1986). 
Высвобождение глутаминовой кислоты регулируется таурином, 
который может восстанавливать содержание глутамата до нормы 
в мозговой ткани при хроническом возбуждении. С другой стороны, 
появились сведения о том, что [.-глутаминовая кислота участвует 
в активации рецепторного аппарата тромбоцитов, которые акку- 
мулируют таурин (Мапбапо е{ а|., 1981; Попов, Городинский, 

1987). 

Высвобождение кислых аминокислот, так же как и тормозных 
медиаторов ГАМК и таурина, существенно зависит от присут- 
ствия ионов Са?*. В бескальциевой среде эти процессы ингибиро- 
вались на 70—80 %, причем такие эффекты наблюдались не только 
у нейронов, но и в клетках глии (Рас, Роз{ег, 1983). 

Возбуждение в нейронах тесно связано с Са**-зависимым 
выбросом глутамата из пресинаптических везикул, после чего они 
взаимодействуют с постсинаптическими рецепторами и должны 
мгновенно инактивироваться. Механизмы инактивации состоят 
преимущественно из двух процессов: транспорта назад в нервную 
терминаль и скоростной диффузии с последующим поглошением 
в глиальные клетки. Глутамат легко утилизируется в глутамин, 
который выделяется в экстраклеточное пространство и не обла- 
дает возбуждающим действием на глутаматные рецепторы. Этот 
глутамин способен затем поступить В нейрон, чтобы пополнить 
запасы нейромедиатора (Зпу4ег, 1983). 

Указанные транспортные и инактивирующие системы играют 
важную роль в поддержании и сохранении экстраклеточной кон- 
центрации глутамата существенно ниже уровня, необходимого 

для нейронального возбуждения. По самым последним данным, 
этот уровень не должен превышать концентрацию глутамата 
20—60 мкМ, в то время как для возбуждающего действия нейро- 
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медиатора его концентрация в синапсе должна возрасти до 120 
150 мкм (Ре Ееца1з, Мапае!, 1981). 

В настоящее время получены убедительные доказательства 
медиаторной функции глутамата в головном мозгу млекопитаю- 
щих. Кажущаяся неспецифичность" действия глутамата была 
объяснена широким распространением глутаматергических ‚и 
глутаматрецептивных связей в разных структурах мозга. Важней- 
шим доказательством явилось обнаружение специфических струк- 
тур на мембране нейрона — глутаматных рецепторов. 

Первыми исследователями, предположившими существование 
глутаматных рецепторов, управляющих электрической возбуди- 
мостью соответствующих мембран нейрона, были Кертис и Уот- 
кинс (Сиг{5, \а из, 1960), которые показали, что аппликация 


глутамата только на поверхность определенных нейронов ВЫЗЫ- 
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метаболизма в ткани головного мозга к активному изучению 
проблем хеморецепции и иммунореактивности нейронов в разных 
функциональных состояниях. 


1.2. Роль глутамата и глутаматсодержащих пептидов 
в организации высшей нервной деятельности 


Мозг человека представляет собой уникальный высоко- 
развитый орган, созданный эволюцией, выполняющий сложные 
интегративные функции. Наиболее поразительным свойством мозга 
человека является его способность воспринимать события внеш- 
него мира и реализовывать их в виде определенных типов поведе- 
ния и психической деятельности — сознания, мышления, эмоций 
и памяти. 

Вполне понятно, что изучение базисных механизмов проявле- 
ния высших психических функций у человека и корреляции их 
с тонкими нейрохимическими процессами, происходящими в ткани 
головного мозга, сопряжено с большими трудностями. Особенно 
это касается молекулярных аспектов проблемы. 

Вместе с тем ясно, что стремительное развитие исследований 
в области биохимии нервной системы и успешное накопление 
фактов, касающихся нейрохимических коррелят сложных поведен- 
ческих процессов у животных и человека, дают основание для 
оптимизма в решении этих трудных вопросов (Бехтерева, 1980). 

В последние годы убедительно показано, что сравнительно 
простые химические соединения способны участвовать в сложных 
проявлениях высших функций мозга млекопитающих. Возникло 
даже направление, которое некоторые исследователи определяют 
как молекулярную психобиологию (СаНо, 1969). Необходимость 
более глубокого анализа некоторых нейрофизиологических меха- 
низмов деятельности головного мозга млекопитающих побудила 
многих исследователей обратиться к биохимическим представле- 
ниям, касающимся функционирования нейронов на уровне молеку- 
лярных событий. 

Известно, что большинство биологических явлений в нейронах 
связано с процессами возбуждения— торможения, в которых при- 
нимают участие глутамат и структурно родственные ему амино- 
кислоты — аспартат, ГАМК, таурин и др. Исследования, положив- 
шие начало изучению системных эффектов этих аминокислот, 
появились более 40 лет назад. Так, Маден и др. (Ма@4еп ей а. 

1945) обнаружили, что внутривенное введение смеси аминокислот, 
а особенно Т.-глутамата и Р-аспартата, вызывают токсическую 
рвотную реакцию с появлением некоторых нарушений вегетатив- 
ных функций ЦНС. Этот классический подход к анализу поведен- 
ческих реакций в присутствии избытка нейромедиатора, давший 
положительные результаты в нейро- и психофизиологии, можно 
отнести к способам «стимуляции эффекта». В этом случае исследо- 
ватели значительно увеличивали активность глутаматергических 
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систем либо в целом организме, либо локально в каких-либо 
нейрональных элементах и сопоставляли их с организацией пове- 
денческих процессов. Позднее для этой цели стали использовать 
фармакологические средства, например метаболические блока- 
торы, усиливающие высвобождение нейромедиатора или накопле- 
ние аминокислоты в нейронах, а также электростимуляцию 
определенных структур мозга. 

Оказалось, что избыточные дозы глутамата вызывали в боль- 
шинстве случаев судорожные реакции у крыс, кошек, приматов 
и даже человека с нарушением у них вегетативных функций и 
изменением реакции на определенные стимулы ($4гей, 1980). 
Избыточное содержание глутамата в биологических жидкостях 
у человека коррелировало по ряду симптомов с нарушением 
психической деятельности. Печально известный «синдром китай- 
ского ресторана», обусловленный, как полагают, приемом пищи, 
содержащей высокие дозы глутамата натрия, характеризовался 
неприятными ощущениями жжения лица, шеи и тела, снижением 
мыслительной деятельности и контроля за поведенческими реак- 
циями, что сопровождалось нередко галлюциногенными эффек- 
тами (З{ершК е{ а|., 1979). 

Структурами мозга, наиболее подверженными влиянию избы- 
точных доз глутамата, оказались гипоталамус, гиппокамп и минда- 
лина (ЗебшКк, Кеупо!4$, 1979). Поэтому неудивительно, что 
воздействия экзогенного [-глутамата вызывали сложные нейро- 
эндокринные изменения у подопытных грызунов и приматов, 
такие, как тучность, замедление роста и прекращение репродук- 
тивности у животных, которые сопровождались снижением 
эмоционального фона и способности к обучению (Неу\оо4, 
М/ог4еп, 1979). 

Пластичность глутаматрецептивных систем в центральных ней- 
ронах при разных функциональных состояниях организма описали 
Кияткин, Кольдиц (1986). Они показали, что подведение к корко- 
вым нейронам глутамата, ГАМК, ацетилхолина сопровождалось 
изменением реакции у ненаркотизированных животных на свето- 
вые, звуковые и болевые стимулы, а также модификацией паттерна 
импульсов нейронов в условиях пищедобывательного поведения 
кошек и кроликов. 

В нейрофизиологической практике для оценки хемореактивных 
свойств нейронов при низкой частоте их разрядной деятельности 
часто используется активация рецепторов глутаматом, которая 
способна существенно изменять характер ответов клеток на разные 
подводимые нейромедиаторы и нейропептиды. Например, на фоне 
подведения [-глутамата в головном мозгу животных резко увели- 
чивается число клеток, чувствительных к цАМФ, норадреналину, 


серотонину, к ряду пептидных и стероидных г Ё 
ков, 1981). р ормонов (Кругли 
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ния, вегетативных и гормональных показателей (Судаков, 1981, 
1983). При этом в нейронах коры больших полушарий были 
обнаружены изменения чувствительности клеток к ацетилхолину 
в 78 %, к дофамину в 77 %, а к глутамату в 76 % случаев. В то же 
время в нейронах гиппокампа это распределение существенно 
отличалось: модификация чувствительности К ацетилхолину 
наблюдалась в 62 %, к дофамину в 90 % ик Г--глутамату в 94 % 
случаев (Кияткин, Кольдиц, 1986). Рассмотренные данные рас- 
ценивались авторами с позиций системных представлении, как 
нейрохимические корреляты формирования в ЦНС новых интегра- 
тивных взаимоотношений, направленных на достижение приспо- 
собительного для организма результата. Исследователи полагают, 
что-в условиях стресса, при воздействии факторов, нарушающих 
физиологический, биохимический и психологический (эмоциональ- 
ный) гомеостаз, происходит изменение функциональных свойств 
нейронов и их взаимосвязей на уровне постсинаптических струк- 
тур и их нейрорецепторов (свойств, аффинитета, количества 
и соотношения рецепторов разных типов) (Коштоянц и др., 
1982). 

В пользу такой точки зрения можно рассматривать гипотезу, 
последовательно разрабатываемую Бодри и Линчем (Гупсв, 
Вацагу, 1984) и касающуюся вклада глутаматных рецепторов 
в краткосрочные и долгосрочные механизмы памяти. Они пред- 
ставили вполне убедительную схему ключевых биохимических 
событий, происходящих в глутаматрецептивных синапсах коры 
больших полушарий и гиппокампа, ответственных за изменение 
синаптической эффективности нейронов при длительной пост- 
тетанической стимуляции (Вачцагу е{ а1., 1980а). В пользу этой 
гипотезы были приведены экспериментальные доказательства, 
которые получены путем стимуляции тонких срезов гиппокампа 
(«минислоев») множественными электродами таким образом, 
чтобы большое число смежных групп аксонов давали типичные 
постсинаптические ответы. Авторам удалось измерить рецептор- 
ное связывание Т.-Н-глутамата с мембранами, выделенными 
из минислоя, и сопоставить эти данные не только с точными физио- 
логическими эффектами щадящих электростимуляций, но и элек- 
тронно-микроскопическим анализом срезов. Оказалось, что 
в указанных экспериментах резко возрастает Са?*-зависимое 
связывание радиоактивного глутамата, коррелировавшее с индук- 
цией процессов длительной посттетанической потенциации, зна- 
чительным увеличением в минислоях дендритных ответвлений 
и повышением числа синаптических контактов (Ваиагу, Гупсь 
19806). Авторы пришли к заключению, что постсинаптический 
рисунок нейрональных взаимосвязей в коре и гиппокампе явля- 
ется крайне пластичным и способен регулироваться физиологи- 
ческой активностью клеток. Более того, они показали, что резкое 

повышение синаптической передачи в этом случае обусловлено 
активациеи «дополнительных» или «новых» глутаматных рецеп- 
торов без изменения сродства нейромедиатора к рецептору. 




















































































































































































В настоящее время в литературе широко обсуждаются моду- 
ляторные и медиаторные свойства нейропептидов, способных 
существенно видоизменять хеморецептивные функции клеток 
мозга, лежащие в основе разнообразных поведенческих процессов 
(Клуша, 1984). В связи с открытием класса регуляторных пептидов 
заметно изменились общие представления об основных принципах 
организации и функционирования ЦНС, физиологических меха- 
низмах, обеспечивающих жизнедеятельность организма как еди- 
ного целого. Стало очевидным, что противопоставление гормонов 
и медиаторов, проводимое ранее некоторыми исследователями, 
не соответствует действительности. Нейропептиды заполнили 
«брешь», существовавшую между этими двумя группами соеди- 
нений, значительно пополнив число межклеточных коннекторов, 
известных в настоящее время (Вартанян и др., 1984). 

Новым в современном изучении пептидов является определение 
их роли в системной организации оборонительного, мотивацион- 
ного и эмоционального поведения (Судаков, 1984). Согласно 
этим воззрениям на механизмы физиологических функций пепти- 
дов предполагается, что нейропептиды синтезируются и расщеп- 
ляются в организме беспрерывно, причем динамика их регулиру- 
ется изменяющимися условиями окружающей среды (Ашмарин, 
1984). В этом случае длина пептидной цепи благодаря деградации 


и гибко адаптироваться в окружающей обстановке путем модули- 


рования поведенческих реакций (Ашмарин, 1985, 1986, 1987). 
Принципиально важным в этом плане я 


из них уже определены спектры их функц 
в головном мозгу млекопитающих (КоЦег, Соуе, 1985). 
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больших полушарий нейроны реагировали на М-ААГ возбужде- 
нием (более чем 50 % обследованных клеток). Выдвигается пред- 
положение, что пептиды, содержащие М-ААГ, могут быть ткане- 
выми гормонами, ответственными за секрецию или торможение 
секреции гипофизарных гормонов, включая АКТГ. 

Наиболее обширную группу пептидов мозга составляют низко- 
молекулярные ^-глутамилсодержащие пептиды (Та!| е{ а|., 1982). 
Так, из мозга быка выделили: \-Г-глу-Г-глу, \-Г-глу-Г-глн, 
у-Г.-глу-[.-гли, \-Г.-глу-Е-ала, у-Г-глу-Г-вал, $-метил-глутатион, 
у-Г.-глу-[.-гис и у-Г.-глутамил-а-аминобутирил-Г.-глицин (офталь- 
мовую кислоту). Из мозга обезьян было выделено восемь у-глу- 
тамилпептидов, в том числе \-глу-Г-изолей и \-глу-Г-ала-Г.-глу. 
К глутамилпептидам относится и широко распространенный 
во всех тканях, в том числе и в ткани головного мозга, трипептид 
глутатион — у-глу-цис-гли. Практически все глутамилпептиды 
специфичны для мозга, за исключением глутатиона и офтальмовой 
кислоты (ОсНа её а|., 1986). Концентрация глутамилпептидов 
в мозгу чрезвычайно низка, в пределах 0.1—10 мкг на | ткани 
мозга (Регкапу е{ а|., 1984). Важно, что распределение их по 
структурам мозга неравномерно, как и неодинакова их локализа- 
ция в субклеточных фракциях нейронов. По-видимому, эти пеп- 
тиды играют не только разную роль в мозговых образованиях, 
но и выполняют неоднозначные функции в разных компартментах 
клетки ([Ип её а|., 1981; Гап4епзтак! её а|., 1980). Функциональ- 
ное значение глутамилпептидов пока неизвестно, однако появились 
первые данные об участии этих пептидов в системных поведенче- 
ских эффектах. Предполагается также, что они играют регулятор- 
ную роль в метаболизме нервной системы, в частности принимают 
участие в транспортных процессах и утилизации нейромедиатор- 
ных аминокислот (Вегпз{ет еф а|., 1985; Крыжановский, Глебов, 
1983). 

Нельзя не обратить внимание на данные об избирательном 
влиянии на поведенческие процессы многих гормональных регуля- 
торных пептидов, например тахикининов, пептидов церулино- 
бомбезинового ряда, содержащих на С-концевом участке молекул 
либо пироглутаминовую кислоту, либо глутамат (Клуша, 1984). 
Фрагменты С-концевых последовательностей этих гормонов, кото- 
рые, как известно обладают наиболее высоким биологическим 
И ИМ мунореактивным действием, могут оказаться источником появ- 
ления разнообразных малых глутаматсодержащих пептидов. 
Именно динамичность накопления коротких пептидов и в то же 
самое время специфичность их строения и биологических свойств, 
по-видимому, лежит в основе регуляции эффективного взаимодей- 
ствия между нейронами (ИгепсН-МиПеп е#{ а1., 1985). 

Присутствие разных по структуре и функциям пептидов в одних 
и тех же клетках и волокнах, существование пептидов и класси- 
ческих нейромедиаторов в одинаковых терминалях указывает 
на сложность процессов, происходящих в синапсах мозга млеко- 
питающих. Вместе с тем приведенные данные свидетельствуют 
в пользу включения глутаматергических систем и глутаматсодер- 
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жащих пептидов в обеспечение высшей нервной деятельности 
/ итающих. 

. езоНвь дав десятилетия появились и стали успешно 
развиваться новые неинвазивные методы регистрации функцио- 
нальных состояний головного мозга человека (позитронно-эмисси- 
онная томография, ядерно-магнитный резонанс и гамма-сцинцио- 
графия и др.). Наиболее информативным среди этих методов 
является позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ), позволяю- 
щая прижизненно регистрировать, метаболизм разных органов и 
тканей, включая головной мозг. Это создает предпосылки для 
успешного изучения нейрохимических основ формирования функ- 
циональных состояний живого мозга человека, его наиболее 
сложной сферы деятельности — психической. 

В настоящее время уже существуют хорошо разработанные 
приемы оценки функционального состояния нервной ткани с по- 
мощью изменения локального метаболизма глюкозы, СО. и кисло- 
рода, а также изучения обмена аминокислот или двухвалентных 
катионов в системе кровь— цереброспинальная жидкость, которые 
могут быть детектированы методом ПЭТ. Последний был применен 
в исследованиях как у экспериментальных животных, так и у здо- 
ровых волонтеров и больных с самыми разнообразными пораже- 
НИЯМИ нервной системы (опухоли, двигательные расстройства, 
эпилепсия, травмы и др.). Изучение поглощения различных мета- 
болитов тканью мозга позволяет получить ценную информацию 


сосудистых и вегето-сосудистых дисфункциях головного мозга 
(Вагоп е{ а|., 1983, 1985). 

Вместе с тем имеющиеся в литературе попытки сопоставить 
данные, касающиеся окислительно-восстановительных и биоэнер- 
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ление речевой функции, при изучении метаболизма производных 
глюкозы оказалось пока недостаточно. Возможно, в этом случае 
необходим подбор специфических маркеров — нейропептидов или 
нейрорецепторов, способных вовлекаться в формирование речевой 
функции. 

Действительно, более информативными для изучения сложных 
функций мозга оказались разные типы рецепторов: дофаминовых 
(М\аспег е{ а|., 1983), бенздиазепиновых (Мазеге е{ а|., 1986), 
опиатных и др. (Тпе теаБоЙзт..., 1985). Исследование вклада 
глутаматных рецепторов и глутаматсодержащих пептидов пред- 
ставляет перспективную задачу, которая несомненно будет постав- 
лена исследователями, занимающимися комплексными пробле- 
мами мозга человека. 

Следует, по-видимому, отметить, что изучение с помощью ПЭТ 
распределения одного из типов нейрорецепторов не может дать 
исчерпывающую информацию о вкладе медиаторных систем 
в организацию того или иного вида деятельности головного мозга. 
Очевидно, потребуется анализ вклада разных типов нейрорецеп- 
торов и нейропептидов в сложную химическую мозаику процессов, 
лежащих в основе формирования конкретной поведенческой 
реакции. 

Дальнейшее усовершенствование регистрирующих устройств 
НЭ которые могут детектировать одновременно самые разные 
короткоживущие радионуклиды, иммобилизованные на радио- 
фармпрепаратах, введенных человеку, позволяет визуализировать 
сложные динамические процессы, которые происходят в головном 


мозгу при выполнении определенных видов деятельности, включая 
психические. 


1.3. Вовлечение глутаматергических систем 
в механизмы патогенеза эпилепсии 


Хорошие результаты при изучении патологических реак- 
ций мозга млекопитающих дает так называемый способ «хими- 
ческой» дегенерации нейронов, использующих глутамат в качестве 
нейромедиатора (Саг{В\айе е# а!., 1986а, Ь). Применяя различ- 
ные структурные аналоги глутамата, можно сопоставлять происхо- 
дящие изменения в медиаторных системах с поведенческими реак- 
циями у животных. Некоторый материал могут дать наблюдения 
у больных с разными нейродегенеративными процессами. 

Известно, что нейротоксический эффект самого глутамата 
значительно более скромен по сравнению со структурными анало- 
гами, особенно его циклическими производными, такими как 
каиновая, иботеновая кислоты и др., практически не утилизирую- 
щимися в клетках головного мозга (КбШег, Зс\агса, 1983). 
Еще менее выражен токсический эффект глутамата в мозгу 
у высших приматов и человека (О!пеу, 1981). Возможно, что этот 


феномен связан в большей степени с наличием у высокоразвитых 
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организмов систем поглощения и 9 
либо утилизируется, либо выводится из ор МОЩЬЮ 
экскреторных органов. Локальные инъекции глутамата п уо 
даже в сравнительно высоких дозах не ИО ны 
повреждений нейронов у взрослых организмов (О1пеу, к то 
положение было хорошо подтверждено и в экспериментах ш уйго, 
в которых на срезах взрослого мозга были опробованы большие 
дозы глутамата в течение длительного периода. Даже концентра- 
ция глутамата в инкубационной среде около 3 мМ при апплика- 
ции в течение 2 ч вызывала лишь незначительный некроз нейронов, 
расположенных преимущественно на периферии среза (Ва[Каг, 
Зойпзфоп, 1972). Очевидно, в ткани мозга имеется весьма эффек- 
тивный механизм, который существенно ограничивает диффузию 
глутамата в нейронах (Сваез, Свапо, 1983). 

В то же время вызывает интерес тот факт, что действие глу- 
тамата на срезы незрелого мозжечка приводило к быстрому 
изменению структуры нейронов и их гибели (О!пеу, 1971). Далее 
оказалось, что нейроны новорожденных крыс более чем в 10 раз 
чувствительнее к токсическому воздействию глутамата; нарастаю- 
щее же в онтогенезе количество глиальных клеток значительно 
ослабляло этот эффект (ОШшеу е{ а|., 1972). 

Очаговые поражения, вызываемые аппликацией глутамата 
или его структурных аналогов, часто сопровождаются симптомами 
эпилепсии. Наиболее ярко эти эффекты проявляются у эмбрионов 
и молодых ЖИВОТНЫХ, у которых, как полагают, процессы утилиза- 
ЦИИ глутамата находятся в становлении, а гематоэнцефалический 


а по-видимому, еще слабо функционирует (Ошеу, Риге, 
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мозгу, в том числе 


тора — глутамата и тормозного — ГАМК (Мелдрум, 1982). 
В литературе пред 


дкостях и биоптатах мозга (Поздеев, 1983) 
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обусловлено тем, что дикарбоновые аминокислоты в качестве ней- 
ромедиаторов в количественном отношении составляют лишь 
крайне малую долю от общего содержания аминокислот в орга- 
низме (Соийпво-Ме{о е{ а|., 1981). Более того, применяемые в сов- 
ременной невропатологии способы терапевтического лечения, 
предположительно компенсирующие дефекты метаболизма пора- 


женных медиаторных систем мозга, только в небольшом проценте 
случаев дают стойкие положительные эффекты (Бехтерева, 1980). 

Естественно, что наряду с «медиаторными концепциями» обра- 
щает на себя внимание ряд других гипотез, в которых важная роль 
в патогенезе эпилепсии отводится нарушению функции мембран- 
ных компонентов нейронов, а также процессам аутоинтоксикации 
организма. Так, заслуживают внимания гипотезы об участии ли- 
пидных компонентов нейрональных мембран в формировании су- 
дорожного состояния (Панченко и др., 1981), в том числе участия 
перекисного окисления липидов (Бурлакова и др., 1982) и вклада 
в эти процессы мембранных ганглиозидов (Аврова, Обухова, 
1975). 

Вполне обоснованно Мелдрум (Ме!агит, 1981) предположил, 
что решающее значение в формировании эпилептической актив. 
ности имеют не столько глутаматергические, сколько глутаматре- 
цептивные пути ЦНС. Это предположение было подтверждено 
на моделях у животных при имплантации кобальтовых бляшек 
в сенсомоторную кору крыс (СгоисНег е{ а|., 1982). Авторы пока- 
зали, что антагонист синаптических глутаматных реценторов — 
аминофосфоновалериановая кислота (АРУ) — при аппликации 
непосредственно на эпилептический очаг значительно уменьшал 
или полностью подавлял судороги у крыс. Высокоэффективное ан- 
тисудорожное действие проявляли а-амино-ю-фосфонокарбоновые 
кислоты, конкурирующие с глутаматом за участки связывания 
на рецепторах центральных нейронов. Все эти аналоги глутамата 
в отличие от а-аминоадипиновой кислоты и диэтилового эфира глу- 
таминовой кислоты подавляли приступы аудиогенной эпилепсии 
У мышей линии ДВА/2 ($ипоп еЁа|., 1984) и пентилентетразоло- 
вые судороги у других грызунов. Исследователи подчеркивали 
важность ряда а-амино-®-фосфонокарбоновых кислот в качестве 
основы для создания новых противосудорожных препаратов 
(СПартап е{ а|., 1982; Ме!4гит, 1984). 

Значительную роль глутаматным рецепторам в патогенезе 
эпилепсии отводят Бодри и Линч (Ванагу, Гупсв, 19805), которые 
показали, что нарушение регуляции функции этого типа рецепто- 
ров приводило к синхронизации активности нейронов в гиппокампе 
и коре больших полушарий головного мозга. Эффекты посттетани- 
ческой потенциации, наблюдаемые в этих структурах после элек- 
трического раздражения, эти авторы объясняли значительным по- 


вышением эффективности работы глутаматрецептивных синапсов 
(Вацагу её а1|., 1980). 


Таким образом, получены убедительные данные, свидетел ьству- 


ющие в пользу вовлечения глутаматных рецепторов в механизмы 
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гипервозбудимости нейрональных пет етафиек. эпилеп- 
тиформных нарушений в головном мозгу м7 ЩИХ. 

Гипотеза о том, что возбуждающие неирорецепторы аминокис. 
лот могут участвовать в механизмах патогенеза некоторых нейро. 
дегенеративных нарушений, возникла после пионерских работ 
Олни и его коллег (О1пеу, 1971; Ошеу её а|., 1972) в начале 70-х го. 
дов. Наличие факторов «эндогенной токсичности» в организме, ко- 
торые способны воздействовать на глутаматные рецепторы, связы. 
вали с появлением дегенеративных изменений, сопровождающих 
сенильную деменцию, снижение психических функций при хорее 
Гентингтона и шизофрении (Опеу, Ргке, 1981). При этом в ка- 
честве эндогенной субстанции, способствующей появлению нейро- 
дегенеративных процессов, подразумевалась хинолиновая кис- 
лота, количество которой в головном мозгу, как оказалось, повы- 
шается с возрастом (Лапин, 1985). 

Работами Мелдрума (Ме!агит, 1982) было показано, что ней- 
родегенеративные нарушения в гиппокампе мозга крыс возникают 
в результате нарушения метаболизма каротидных артерий, вы- 
званного введением антагонистов глутаматных рецепторов. Автор 
полагает, что ишемические повреждения нейронов, появляющиеся 
в результате определенных форм аноксии, могут вызывать значи- 
тельный выброс нейромедиаторов и активацию глутаматных рецеп- 
торов. 

Другим известным нейротоксином, вызывающим блокаду глу- 
таматергических путей в головном мозгу, является каиновая кис- 
лота, которая в 1000 раз активнее самой молекулы нейромеди- 
атора. Интерес к действию каиновой кислоты обусловлен возмож- 
ностью дегенерации нейронов, избирательно накапливающих глу- 
тамат, без повреждения проходящих или заканчивающихся в дан- 
ной области мозга аксонов других нейронов (Лобпзфоп, 1980). Об- 
наружено, что микроинъекции каиновой кислоты в гиппокамп вы- 
зывали либо симптомы эпилепсии, либо — при введении в неко- 
торые зоны полосатого тела — нарушения двигательной сферы, 
характерные для хореи Гентингтона и паркинсонизма (Левин, Сы- 
тинский, 1983). 

Участие каиновой кислоты в генерировании эпилептических 
приступов у животных связывают с прямой деполяризацией нейро- 
нов, чувствительных к глутамату, сопровождающейся гибелью 
пирамидных нейронов гиппокампа. Считают, что этот эффект раз- 
рушает нейроны в результате интенсивных и продолжительных 
судорог, вызванных хронической чрезмерной стимуляцией глута- 
матных рецепторов (Ра\у!ез, \ аз, 1981). 

Высокотоксичным эффектом обладает каиновая 
на лимбические структуры мозга, такие как мин 
таламус и лимбическая кора, вызывая эпилептиф 
у разных животных (СатросШаго, Соуе, 1978). 
вой кислоты непосредственно в структуры мозга 


введение вызывали сходные некротические изм 
ющиеся последовательно во времени в разных п 
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зованиях, сопровождавшиеся нарушением двигательной актив- 
ности и появлением типичных эпилептических разрядов на ЭЭГ. 

Это хорошо было проиллюстрировано в клинико-эксперимен- 
тальных исследованиях с помощью метода ПЭТ (Тне теаБо- 
Пзт..., 1985). . : 

При исследовании механизмов формирования судорожной ак- 
тивности у больных эпилепсией оказалось, что разные типы парок- 
сизмальных приступов как увеличивали, так и уменьшали общий 
локальный энергетический метаболизм нервной ткани, которые 
регистрировали с помощью ПЭТ. Не было обнаружено количест- 
венных взаимосвязей между радиоактивным распределением метки 
в зонах и структурах мозга и ЭЭГ-активностью или поведенче- 
скими реакциями у обследованных пациентов (Епое|! е{ а|., 1983; 
Треодоге еф{ а|., 1985). 

Вместе с тем изучение региональной фармакокинетики мече- 
ного 'С-дифенилгидантоина (дилантина) у больных эпилепсией 
обнаружило ряд интересных фактов (Вагоп ей а!., 1983). Поступле- 
ние радиофармпрепарата из крови в мозг происходило в тече- 
ние 20—30 мин, распределение метки по структурам мозга не зави- 
село от лечебного эффекта ДФГ: включение метки было одинако- 
вым как у больных с хорошим терапевтическим действием, так 
иу больных с формами эпилепсии, резистентными к этому лекарст- 
венному средству. Авторы отмечают, что ПЭТ не позволила вы- 
явить конкретные анатомические области, ответственные за на- 
копление препарата или проявление судорожной активности. 

С другой стороны, некоторые корреляции между развитием 
судорожной активности и появлением типичных эпилептических 
разрядов на ЭКГ были продемонстрированы с помощью ПЭТ у экс- 
периментельных животных, которым были введены ''С-дезокси- 
глюкоза на фоне нейротоксина глутаматергических связей 
в мозгу — каиновой кислоты. 

Системная, или внутримозговая, инъекция каиновой кислоты 
приводила к резкому изменению локального энергетического мета- 
болизма в ткани мозга почти исключительно в тех структурах 
мозга, в которых патологические изменения были максимально 
выраженными (Веп-Аг 1981). В противоположность этому 
до введения каиновой кислоты радиоактивный материал концентри- 
ровался практически исключительно в гиппокампе и энториальной 
коре. Через час после введения каиновой кислоты радиоактивная 
метка распределялась в миндалине, терминалях полосатого тела, 
лимбической коре. 

Эти наблюдения свидетельствуют о том, что интенсивная эпи- 
лептическая активность появляется при нейродегенеративных 
поражениях тех подкорковых структур, которые связаны между 
собой глутаматергической передачей. Поэтому можно предполо- 
жить, что низкая эффективность исследований ПЭТ у больных 
эпилепсией связана с неточным подбором радиофармпрепаратов. 

С нашей точки зрения более пригодными для этой цели могли быть 
агонисты или антагонисты глутаматных рецепторов ЦНС. Вполне 
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объяснимо, что выбор большинства исследователей пал на соответ. 
ствующие радиофармпрепараты, которые позволяют выявить опре. 
деленные типы нейрорецепторов и визуализировать конкретные 
медиаторные пути в головном мозгу, включающиеся в тот или иной 
вид деятельности человека (НАез|ип@ её а|., 1987). 

Можно представить, что принципиально новое направление 
в исследованиях функциональной организации мозговых процес- 
сов обеспечения высших функций у человека принадлежит в буду- 
щем методу позитронно-эмиссионной компьютерной томографии, 
позволяющей точно сопоставлять реальную динамику биохимиче- 


В последние годы резко возрос интерес к участию иммунологи- 
ческих процессов в патогенезе нервных и психических заболеваний, 
в том числе и эпилепсии (АагИ, Тбпаег, 1980). Постепенно благо- 


методов подтверждается правильность предположения, выдвину- 
ы: а века французским врачом (Пе Ге2еппе, 1900; 
цит. по: М#шаНо\!, Сир, 1973), который впервые показал воз- 


можность аутоиммуных на ушений при оторых формах эпи 
р р нек 
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Вместе с тем антигенная направленность выявленных аутоанти- 


тел изучена крайне слабо. Особое внимание в связи с вышесказан 


элнлептиформи} 
Расширение 
оявление выс 
муноферментные 
мозговых анти] 
ЦНС (Семенов 
В кровяном 


= 
= 
= 
Е 
9 
<> 
25 
= 

















говым ганглиозидам индуцировала фокальную спайковую актив- 
ность и даже судорожные припадки. Ни нормальные иммуноглобу- 
лины, ни ганглиозиды, адсорбированные на альбумине, не индуци- 
ровали описанный феномен (МшаЙоу!, Сир, 1980). 

Пока неизвестно, какие эпилептогенные свойства антител 
к мембранным белкам обусловлены конкретным индивидуальным 
антигеном или антигенами, входящими в состав мембранных ком- 
понентов. В этом направлении в настоящее время ведутся актив- 
ные исследования. Так, Карпиак с сотр. (Кагр1аК е{ а1., 1976) полу- 
чила кроличью антисыворотку к синаптической фракции мембран 
мозга крыс, содержащую смесь разнообразных антигенов. 
Для того чтобы выяснить роль каждого антигена в формировании 
судорожной активности, была предпринята попытка выделить 
и очистить индивидуальные мембранные антигены. Были получены 
фракции очищенных ганглиозидов мембран, преимущест- 
венно @пи, на которые вырабатывались антитела, индуцирующие 
эпилептиформную активность мозга (Кагр!аК е| а|., 1981). 

Расширение возможностей методического характера, а именно 
появление высокочувствительных радиоиммунологических и им- 
муноферментных методов, дали новый импульс в исследованиях 
мозговых антигенов и аутоантител к ним при заболеваниях 
ЦНС (Семенов и др., 1973; Семенов, Семенова, 1984). 

В кровяном русле больных эпилепсией постоянно обнаружива- 
ются разнообразные по структуре и биологическим свойствам цир- 
кулирующие иммунные комплексы (ЦИК), титр которых в боль- 
шинстве случаев коррелирует с тяжестью симптоматики (Карлов 
и др., 1985). Так, у больных эпилепсией нейроинфекционной этио- 
логии выявлен достоверно повышенный уровень содержания ЦИК 
как в период эпилептического статуса, так и во время серии эпилеп- 
тических припадков (Шматько и др., 1984). Особенно важно то, 
что повышение количества ЦИК отмечается до появления и разви- 
тия судорог, причем соотношение противомозговых антител и анти- 
генов мозга в этих циркулирующих комплексах изменяется в раз- 
ные фазы предсудорожного и судорожного цикла. Купирование су- 
дорожных припадков с помощью медикаментозной терапии су- 
щественно снижало содержание ЦИК и постепенно нормализовало 
его величины, свойственные здоровым донорам, сопровождаясь 
улучшением соматического состояния больных эпилепсией. 

Вместе с тем до сих пор остается открытым вопрос о вкладе глу- 
таматных рецепторов ЦНС в развитие аутоиммунного процесса 
при эпилепсии. Такую возможность следует предусмотреть в связи 
с последними данными, касающимися механизмов патогенеза ряда 
заболеваний у человека, в основе которых лежат аутоантитела 
к клеточным рецепторам (Нагг!зоп, 1983). Так, существует мно- 
жество доказательств, что аутоантитела к никотиновым рецепто- 
рам играют роль в этиологии и патогенезе миастении гравис (Тзаг- 
{03 е{ а|., 1981, 1982). Вентер и сотр. (Уегцег ей а|., 1982, 1984) по- 
казали, что аутоантитела к а›-адренорецепторам вызывают у паци- 
ентов аллергический ренит и астму. Антитела к инсулиновым ре- 
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цепторам были о зе с резистентными Формами 

йбуш, Бондарева, . 
а. клинике эпилепсии пока отсутствуют Надежные 
биохимические данные оценки функционального состояния Голов- 
ного мозга, кроме анализа медиаторных компонентов, предполо. 
жительно участвующих в механизмах патогенеза эпилепсии (Поз. 
деев, 1983), нами была предпринята попытка к изучению возмож- 
ной взаимосвязи между нарушением функции глутаматных ре- 
цепторов и процессами аутоиммунизации организма больных эпи. 
лепсией. 

Постановка такой задачи была обусловлена необходимостью 
разработки новых биохимических показателей, способных объек- 
тивизировать состояние больных на ранних стадиях заболевания и, 
что особенно важно, выявить возможности определения группы 
риска по данному заболеванию. Наиболее актуально решение 
этой задачи было для психоневрологических диспансеров, включая 
детские медицинские учреждения, а также для тех областей меди- 
цины, которые были непосредственно связаны с необходимостью 
обследования и отбора лиц, направляемых для работы в экстре- 
мальных условиях. 

Результаты комплексного обследования больных эпилепсией 
И титра аутоантител к глутаматным рецепторам головного мозга 


ждается фактами иного порядка. Так, интересные наблюдения 
были сделаны нами при неврологическом обследовании детей 
с разными заболеваниями эндокринной системы, у которых нередко 
наблюдались симптомы эпиактивности: появление судорожных 
или предсудорожных состояний. В этих случаях возникала необхо- 
димость уточнить первичный диагноз и проверить наличие диаг- 
ноза эпилепсии У этих пациентов. Анализ крови детей на содержа- 
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ние аутоантител к глутаматным рецепторам показал, что практи- 
чески у всех пациентов титр аутоантител не превышал норму, опре- 
деляемую в контрольных анализах крови доноров. Появление су- 
дорожных компонентов в клинике эндокринных заболеваний, как 
выяснилось в ходе комплексного неврологического осмотра, 
не связано с диагнозом эпилепсии. Эти данные хорошо подтвер- 
ждаются электроэнцелографически. С другой стороны, у детей 
с первичным диагнозом эпилепсии, характеризующимся появле- 
нием на ЭЭГ выраженных компонентов эпиактивности, наблюда- 
лась четкая корреляция между диагнозом и высоким титром ауто- 
антител во всех исследованных случаях. 

Указанная тест-система для определения в крови пациентов 
аутоантител к глутаматным рецепторам может служить дополни- 
тельным объективным критерием степени органического пора- 
жения мозга, в частности возбудимых глутаматчувствительных 
путей в ЦНС. Данный клинико-биохимический анализ крови па- 
циентов может оказаться полезным в комплексном обследовании 
пациентов: при отборе данных анамнеза, неврологического ос- 
мотра, нейрофизиологического, психического и рентгенологиче; 
ского методов исследования. Использование указанной тест-си- 
стемы в сочетании с другими методами и в динамике заболевания 
позволяет применить адекватную терапию противосудорожными 
средствами на том или ином этапе заболевания, а также корректи- 
ровать аутоиммунные нарушения с помощью иммуногемоперфузии 
и плазмефереза. 

В последние годы появились доказательства того, что различ- 
ные патологические изменения структуры и функции рецепторов 
являются ведущим патогенетическим звеном нарушения функци- 
онального состояния той или иной ткани. 

Суммируя эти данные, можно с достаточной долей уверенности 
предсказать, что специфические для конкретного органа или ткани 
типы хеморецепторов на мембране клеток способны не только ха- 
рактеризовать функциональное состояние организма, но и могут 
служить в качестве соответствующих маркеров структурных пора- 
жений тех органов и тканей, для которых они являются ведущими. 
Аутоантитела, выработанные на поврежденные мембранные ком- 
поненты, в большинстве случаев являются, по-видимому, «свидете- 
лями» иммунной реакции организма, возникающей для утилизации 
и вывода последних из кровотока. Это может привести к длитель- 
ному персистированию или циркуляции аутоантител к рецептор- 
ным компонентам. Системная длительная биоконверсия аутоанти- 
тел в организме должна отразиться на их свойствах: могут появ- 
Ляться их «агрессивные» качества, которые приводят к разруше- 
НИЮ клеток, имеющих повышенное сродство к аутоантителам. 

Аналогичный подход для изучения антигенной направленности 
антимозговых аутоантител развивают Полетаев и др. (1985, 1986, 
1987). Согласно их концепции, в крови больных шизофренией, 
эпилепсией и рассеяным склерозом обнаруживаются аутоантитела 
К ряду нейроспецифических белков ткани мозга, например к мем- 
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тя 

бранным белкам, разделенным порн с же 0.5 д. оелнам 3-10) 
кальмодулину и основному белку миелина. Однако в 75—80 % слу. 
чаев независимо от антигенной направленности аутоантител и Но. 
зологической формы заболевания обнаруживали повышенные 
титры к белкам $-100. За этим исключением спектры аутоантител 
характеризовались качественным своеобразием. Это говорит о том, 
что при указанных заболеваниях имеются различные наборы анти- 
генов-мишеней, поражаемых аутоантителами. С другой стороны, 
факт наличия аутоантител к белкам $-100 во многих случаях сви- 
детельствует о нарушении метаболизма глиальных и синаптиче- 
ских процессов, для которых этот белок является характерным. Воз- 
можно, дальнейшие поиски антигенной направленности аутоанти- 
тел и более совершенная очистка специфических нейрорецептор- 
ных белков могут оказаться полезными для более точного анализа 
молекулярных основ соответствующих форм психопатологии. 

Дальнейшее развитие иммунодиагностики хронических забо- 
леваний нервной системы, психических болезней может оказаться 
полезным для раннего выявления деструктивных процессов в тех 
зонах мозга человека, которые протекают с повреждением различ- 
ных клеточных структур: нейронов, глии, миелина, оболочек и сосу- 
дов мозга. Вполне закономерно, что возможным лечебным при- 
емом являются методы нейтрализации ИЛИ утилизации эндогенных 
токсинов, в частности аутоантител. Причем качество и количество 
аутоантител в крови больных позволяет обосновать дополнитель- 
ные детоксикационные мероприятия в клинике нервных болезней 


и служить критерием эффективности при проведении гемосорбции, 
гемодиализа или плазмефереза. 


1.4. Некоторые аспекты эволюции рецепторов глутамата 
тся, по-видимому, 
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Вполне понятно, что проблемы формирования химической 
чувствительности, в том числе к глутамату, в филогенезе имеют 
немало нерешенных проблем. Это в полной мере относится и к ста- 
новлению глутаматных рецепторов. Наличие глутаматчувствитель- 
ных систем в нервно-мышечных синапсах и глутаматрецептивных 
нейронах во всем царстве животных — от наиболее примитивных 
существ (плоские черви) до приматов и человека — поднимает 
важные проблемы появления информационных систем в различных 
биологических объектах. Так, до сих пор неясно, насколько древ- 
ним в филогенетическом аспекте является глутаматрецептивный 
нейрон, организованы ли глутаматные рецепторы беспозвоночных 
так же, как и у позвоночных, имеются ли общие черты в становле- 
нии и организации хеморецепторов для разных нейромедиаторов, 
а именно ацетилхолина и глутамата, и, наконец, какие закономер- 
ности лежат в основе систем, обеспечивающих высокую скорость 
химической передачи отдельных сигналов. Решение этих вопросов 
в настоящее время еще далеко от полного понимания, но необходи- 
мость и важность их рассмотрения не вызывает сомнения. 

Ацетилхолин и глутамат — наиболее простые низкомолекуляр- 
ные медиаторы, синтез и утилизация которых для клетки «энерге- 
тически выгодны». Оба этих нейромедиатора появляются в двух 
главных филогенетических линиях — у вторичноротых, включа- 
ющих иглокожих и всех позвоночных, и у первичноротых, пред- 
ставленных многообразием червей, моллюсков и членистоногих 
(КеПе,.1977). 

Интересно отметить, что именно эти нейромедиаторы обеспечи- 
вают в ходе эволюции высокую скорость передачи информации, 
требующую исключительно жестких временных и пространствен- 
ных ограничений. Весьма вероятно, что эти процессы обусловлены 
некоторыми общими чертами функциональной и структурной орга- 
низации холинорецепторов и глутаматных рецепторов. 

Известно, что дикарбоновые аминокислоты являются древней- 
шими источниками появления жизни на Земле и обнаружены в зна- 
чительных количествах еще в продуктах абиогенного синтеза. По- 
лагают, что постепенное усложнение регуляторной роли глутами- 
новой и аспарагиновой кислот привело к становлению их нейроме- 
диаторной функции. Возможно, что эта функция явилась отраже- 
нием усложнения «нужд» клеток и их объединений. 

Чувствительность живых организмов к аминокислотам, 
и в частности к глутамату, сформировалась на самом раннем этапе 
эволюции. Так, уже на уровне одноклеточных организмов наблю- 
дается высокая избирательность рецепторных систем по отноше- 
нию к отдельным стимулам. Например, для Е. сой наиболее силь- 
ным атрактантом является Т.-аспарагиновая кислота (порог ре- 

цепции 3 * уе М), чувствительность к другим аминокислотам 
была ниже (НедЫот, АЧег, 1983). Было обнаружено, что хемо- 
таксис у бактерий сопровождается метилированием клеточных 
мембранных белков, в частности рецепторов аспартата (Ое Егап- 
со, КозН!апа, 1980). Применение методов генной инженерии по- 
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Е и соавт. (КозШапа, Кизз0, 1983) выделить те 
зволило Кошланду * екулярной массой 60 кДа, обладавшен 
мембранного белка с мол тату, и показать, что усиленный Синтез 
высоким сродством к ра ЖЕ изменения у За толь 
этого рецептора вызывает тить, что глутамат оказывал лишь с 
{урнипигит. Следует те на связывание аспартата с рецептором 
а а В ательность активных центров рецепто. 
Е лась у других более сложных 
тата практически не выявля 
и йроны позвоночных. 
организмов, включая нейр И 
Эволюционное возникновение медиаторн у ый а 
происходило, по-видимому, постепенно по хорошо отработанной 
а метаболизма этой аминокислоты в клетке. Мало вероятно, 
что в ходе эволюции для этой цели появился бы внезапно новый тип 
медиатора со своей биохимической системой синтеза, разрушения 
и утилизации (Михельсон, Зеймаль, 1970). Если это верно, 
то можно найти у широкого отряда живых организмов примитив- 
ные системы, «узнающие» и «транспортирующие» глутамат, на са- 
мых разных ступенях развития, в том числе у микроорганизмов, од- 
ноклеточных и простейших (КозН|апа, Виззо, 1983). 
Действительно, наряду с вовлекающимися в хемотаксис рецеп- 
торами на плазматической мембране обнаружены другие белки, 
обладающие сродством к аминокислотам. В частности, из мем- 
браны солюбилизировали белковый переносчик глутамата. При 
встраивании этого белка в фосфолипидную искусственную мем- 
брану он осуществлял высокоаффинный транспорт радиоактив- 
ного глутамата в условиях градиента Ма+ (Тзисв са её а|., 1982). 
Система транспорта глутамата обнаружена в мембране риккет- 
сий СохеПа Бигисёй (НасКз{а4{ е{ а|., 1983). В этих бактериях 
транспорт аминокислоты целиком определялся градиентом 


ионов Н*. Как выяснилось, обнаруженная рН-зависимая система 
транспорта глутамата была очень чувствительна к метаболическим 
разобщителям (типа 2,4-динитрофенола). Впоследствии подобные 
системы сохранились на мембранах митохондрий у многоклеточ- 
ных организмов. 


Становление «регулирующей» функции глутаматсвязывающих 
систем, т.е. усложнение структурных компонентов глутаматных ре- 
цепторов, произошло, очевидно, на более поздних ступенях эволю- 
ции — у представителей филогенетической линии первичноротых 
животных, к которым относятся кишечнополостные, насекомые, 
моллюски и ракообразные. 


В отличие от позвоночных, у которых медиаторная функция 
глутамата сосредоточена преимущественно в ЦНС, у беспозвоноч- 
ных глутаматергические синапсы встречаются как в центральных, 
так и периферических отделах нервной системы. 

Нейроны, возбуждаемые при аппликации [.-глутамата, обнару- 
жены у наиболее примитивных многоклеточных организмов — 
кишечнополостных. В изолированном препарате орального сфинк- 
тера актинии АсИйта едшта определены миллимолярные концен- 
трации глутамата (Саг!Уе, 1974). Концентрация этой аминокис- 
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лоты повышалась при электрической стимуляции препарата. Сти- 


мулирующее деиствие глутамата на сокращение мышц было специ- 
фичным по отношению к другим аминокислотам. 

У кольчатых червей возбуждающее действие глутамата проде- 
монстрировано на клетках Ретциуса, входящих в сегментальные 
ганглии пиявок (Латез е{ а|., 1980). 

Контактные хеморецепторы, реагирующие‘на ряд аминокислот, 
в числе которых находится глутамат, обнаружены у обитающих 
в воде беспозвоночных (моллюсков и ракообразных) ‚ а также мно- 
гих пластинчатожаберных и костистых рыб (\/а!Кег еф а|., 1981). 
С помощью электрофизиологических подходов выявлены клетки, 
обладающие высокой чувствительностью к [.-глутамату (по- 
роги 10 —10 М), но, как правило, характеризующиеся неболь- 
шой субстратной специфичностью к другим аминокислотам (Акоев 
и др., 1980; КоБегз, \МаЩег, 1982). 

Особенности функционирования глутаматных рецепторов об- 
наружены в нейронах моллюсков. Изолированные нейроны из око- 
логлоточного ганглия улитки Р|!апогЬаг!и$ согпецз давали как де- 
поляризующий, так и гиперполяризующий ответы на аппликацию 
|[-глутамата (Гапон, Самойлова, 1982). Два типа ответов были 
обнаружены на клетках околопищевого ганглия морского мол- 
люска Опс шт уеттисша{ ит '(Оотига её а|., 1974). Интересно, 
что оба типа рецепторов глутамата опосредовали тормозное дей- 
ствие глутамата: один (ассоциированный с К+-проводимостью) — 
продолжительное, а другой (ассоциированный с каналами 
для С!) — кратковременное (Магиспаз, 1984). 

У родственных ОпсМАшит моллюсков Ар!уз!а и Нейх на нейро- 
нах нашли уже несколько типов глутаматных рецепторов: возбуж- 
дающие (изменяющие проницаемость для Мати К*) и тормозные 
(для С!`), а также смешанные разновидности ответов на нейроме- 
диатор. Глутаматные рецепторы этих нейронов обладают уни- 
кальными свойствами. Обнаружено, что растительный лектин- 
конканавалин А (КонА) полностью блокировал десенситизацию 
рецепторов, причем общий деполяризующий ответ нейрона не за- 
висел от того, какой ответ регистрировали изначально. «Новый» 
ответ глутаматных рецепторов мог индуцироваться даже при ап- 
пликации КонА в течение 30 с и был специфичен только для глу- 
тамата, а не его структурных аналогов (№, Сопзфапй, 1979). 
Кехое (Керое, 1978) предполагает, что происходит латеральная 
диффузия и перегруппировка молекул рецептора на мембране 
за счет «стягивания» мембранных гликопротеинов этим лектином 
и образования «кэпов» — каналов сверхпроводимости. 

Другой особенностью хеморецепции моллюсков является от- 
сутствие резких различий в активности стереоизомеров глутамата 
и структурно родственных ему аминокислот (Сологуб и др., 1982). 
Например, реакция нейронов буккального ганглия Ар!уз!а потен- 
циируется [.-глутаматом и Ё-аспартатом (МсОгеу, Сагрещег, 
1984). Поэтому ряд исследователей ставят под сомнение меди- 
аторную функцию глутамата в этих биологических системах и об- 
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торого являются свободные аминоки г улирует 
а образных (ВагБег, 1961). Так 
пищевое поведение у многих рако р ее ы , 
на ходильных ножках и антеннулах омара найдены м 
торы, проявляющие высокую м к ры ны (порог 
чувствительности 3.5. 10—°М) (Науез, ВагБег, ). На основе 
выявленной узкой специализации рецепторов ВеличиНа ответа 
на другие испытанные вещества не превышала 8 % от зареги- 
стрированной при аппликации глутамата) сформулировано пред- 
положение о существовании клеток — «вкусовых специалистов» 
на хеморецепторных органах ракообразных (Вацег её а|., 1981). 

Кислые дикарбоновые аминокислоты являются одним из самых 
адекватных обонятельных стимулов у хордовых. У них выявлены 
4 типа аминокислотных рецепторов: для кислых (глутамата и ас- 
партата) — А тип, для основных (аргинина и лизнина) — В тип, 
для нейтральных аминокислот с короткой цепью — С ти 
и для аминокислот с длинной боковой цепью — Д тип (ПегБу, 
А{ета, 1982). Предполагают, что обонятельные рецепторы амино- 
кислот у рыб могут быть тождественны системам их активного 
транспорта у простейших, связанных с градиентами Мати Н 
(Уобпзоп, А4ета, 1983). 

У амфибий, ведущих как водный, так и наземный образ жизни, 
чувствительность обонятельной системы характеризуется измене- 
нием спектра воспринимаемых стимулов в сторону более летучих 
соединений. Тем не менее чувствительность к аминокислотам, 060- 
бенно [.-глутамату и 1.-аспартату, у отдельных видов амфибий со- 
храняется, однако вопрос о существовании специализированных 
глутаматных рецепторов здесь, как и у большинства амфибий, 
остается пока не решенным (]оНпз{оп е{ а|., 1984). 

У наземных животных рецепторы аминокислот в перифериче- 
ской нервной системе сосредоточены не только в обонятельных ор- 
ганах, а зрительной системе (сетчатке и зрительных __ 
Е ых представителей : егБу, 
Чета, 1982. ву, у лей животного мира (Сагр!, 

Несмотря на выявление глутаматных рецепторов у разных био- 
логических видов, пожалуй, только применительно к нервно-МЫ" 
шечному синапсу членистоногих можно судить с достаточной сте- 
пенью достоверности об участии рецепторов глутамата в синапти- 
ческой передаче. лута! 

а О А только классические работы А 
1982, 1987), Мандельн ‚ Кул-Канди (СиП-Сапду е1 а!-. 54), 
тама (1977, 1983) и Магазаника (15 
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но и появившиеся данные о специфических блокаторах для глута- 
матных рецепторов насекомых в составе яда пауков семейства Ага- 
педае (УозвоКа её а|., 1984). Было обнаружено, что ионные меха- 


низмы, лежащие в основе чувствительности нервно-мышечных 
синапсов беспозвоночных, отличаются от моллюсков и других 
представителей животного мира. Оказалось, что синаптические 
токи в данном случае обусловлены главным образом проведением 
ионов Ма+ внутрь мышечной клетки, очень малым вкладом 
ионов Са++ и отсутствием проведения ионов К+ и С!-. Потен- 
циальные возбуждающие агенты, действующие на централь- 
ные нейроны позвоночных, например каиновая, иботеновая и [.-го- 
моцистеиновая кислоты, были неактивными в отношении нервно- 
мышечной передачи у кузнечиков и саранчи (ОзНег\оо4, 1978). 

Поэтому для беспозвоночных, так же как и позвоночных, были 

предложены два основных типа рецепторов глутамата: синаптиче- 

ские и внесинаптические (ВгПеу её а|., 1981). Внесинаптические ре- 

цепторы глутамата обладали высокой чувствительностью к изве- 

стным структурным аналогам [.-глутамата. 

Наиболее перспективным в исследовании структурных компо- 
нентов нервно-мышечных соединений у беспозвоночных является 
применение токсинов, которые могут оказаться весьма информа- 
тивными для сравнительного анализа функционирования глута- 
матных рецепторов в разных филетических линиях и объектах. 

В яде паука МерВПа с!ауайа были обнаружены высокоселектив- 
ные ингибиторы глутаматных рецепторов ракообразных, которые 
необратимо блокировали возбуждающие постсинаптические потен- 
циалы на нервно-мышечном соединении омара (Ка\а! е{ а|., 1982). 
Эффект этого ингибитора был воспроизведен также на пирамид- 
ных нейронах гиппокампа крыс (ЗаНо е{ а|., 1985а) , что свидетель- 
ствует о сходности структурных компонентов глутаматных рецеп- 
торов мышечных и нейрональных мембран. Характерно, что как 
в том, так и в другом случаях блокировались лишь ответы на [--глу- 
тамат, но не на аспартат. Ни одно из ранее испытывавшихся фар- 
макологических соединений не обладало подобной селективностью. 

Не исключено, что обнаруженный блокатор рецепторов глу- 
тамата идентичен нейротоксину — аргиопину, выделенному Гри- 
шиным и сотр. (1986) из яда паука Агеора 1оБаа. Аргиопин об- 
ратимо блокировал глутаматактивируемые каналы в нервно- 
мышечных синапсах личинок мухи при низких концентрациях 
(К,=5—6. 10-7М) (Магазаник и др., 1986). Ашервуд и др. 
(Озпегмоо@ е{ а|., 1984) идентифицировали низкомолекулярные 
компоненты яда пауков Агоора {гНазсайа и Агапеиз сетита, кото- 
рые ингибировали глутаматвозбудимые сокращения мышц са- 
ранчи. Ранее, используя тот же подход и токсин, м. 

В яде паука Агр1ора 1офайа (Ташмухамедов и сотр., 1983, ), 
Выделили из мышц тараканов и крабов функционально активный 
мембранный белок, специфически связывающий Г-глутамат. 

ы езультаты перечисленных работ показывают, что на всем 
Ротяжении филогенеза от низших организмов до млекопитающих, 
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несмотря на ряд различий, прослеживаются также и з 
сходства синаптической передачи. Это позволяет испо 
разные виды беспозвоночных для изучения молекулярн 
цессов, происходящих в глутаматрецептивных синапсах. 

Существенно, что у представителей высших звеньев ЭВОЛЮЦИИ 
глатаматные рецепторы, так же как и рецепторы ацетилхолина, 
становятся более специфичными и избирательными для ИОНОВ, 
в большей степени для ионов Ма+. Возрастает и усложняется 
система регуляции функции рецепторов. Например, для глутамат- 
ных и холинорецепторов характерно появление в филогенезе 
медленно входящих кальциевых токов, циклических нуклеотидов 
и эндогенных факторов пептидной природы (Этингоф, 1987). 
Очевидно, это связано с возникновением дополнительных функ- 
ций у нейронов, обеспечивающих более сложные формы организа- 


ции и функционирования нервной системы у высших млекопи- 
тающих. 


Появились первые исследования 
точных рецепторов. Так, в недавно опубликованной работе (Уеп- 
(ег, Ргазег, 1984) показано, что ацетилхолиновые и адренорецеп- 
торы имеют общие гомологичные структурные компоненты, входя- 
щие, как полагают авторы, в молекулярную организацию любых 
типов мембранных рецепторных белков. Представлены первые 
иммунохимические свидетельства идентичности холинорецепторов 
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Глава 2 


РАСПРЕДЕЛЕНИЕ И СВОЙСТВА 
ГЛУТАМАТСВЯЗЫВАЮЩИХ УЧАСТКОВ 
СИНАПТИЧЕСКИХ МЕМБРАН 
ГОЛОВНОГО МОЗГА 


2.1. Глутаматергические пути головного мозга 
млекопитающих и локализация 
глутаматных рецепторов в нейронах 


Главным требованием картирования каких-либо меди- 
аторных систем в головном мозгу млекопитающих является 
доступность и надежность специфических маркеров, необходимых 
для выявления интересующих исследователя связей в популяции 
нейронов. В некоторых случаях маркерами служат сами нейро- 
медиаторы, что справедливо главным образом для катехоламино- 
вых медиаторных систем или ферментных систем с уникальными 
метаболитами, например ГАМК. В этих случаях медиаторные пути 
головного мозга визуализируются с помощью гистохимических 
и иммуногистохимических методов (КашБо\ еЁ а!., 1982). 

В отличие от других нейромедиаторов глутамат, аспартат 
и глицин участвуют и в метаболических процессах практически 
всех клеток, в связи с чем выбор специфических маркеров для 
соответствующих синапсов весьма затруднен. Так, для глутамата 
не обнаружено специфического ферментного маркера, который 
может помочь в определении структурно-пространственных глута- 
матергических связей в головном мозгу. Обнаружение глутамата: 
или его ферментных метаболических систем еще не позволяет 
судить о природе синапса. В этом случае используют критерии, 
включающие измерение высвобождения глутамата из нервных 
окончаний стимулируемых клеток или, что более надежно, выяв- 
ление постсинаптических рецепторов для глутамата, (Розег, азс, 
1984), в частности выявление чувствительности нейронов к агони- 
стам или антагонистам глутамата (МсГеппап, 1983). 

Последние годы характеризовались интенсивными исследова- 
ниями, касающимися предположительных путей в ЦНС, исполь- 
зующих кислые аминокислоты в качестве возбуждающих нейроме- 
диаторов. В обзоре Фостера и Фагга (Розег, Рае, 1984) обобщены 
результаты изучения глутаматергических путей головного мозга 
(табл. 1). Авторы представили схему известных к. настоящему 
времени путей в головном мозгу, которые чувствительны к глута- 
Е о) 
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чены в ги 
Глутаматергические связи хорошо изу ппокампе _ 
у } ‚ктуре, ответственной за выполнение сложн 
подкорковой структуре, Ы 
ий. В ранних экспериментах, проведенн 
интегративных функций. ре ое Ы 
Надлер и др. (МаФег ей а!., 1978а) , было по , Разрушение 
участков энториальной коры и перерезка перфорантного Пути 
гиппокампа у крыс приводит к значительному поглощению глута. 
мата нервными окончаниями в молекулярном слое зубчатой изви. 
лины. При этом поглощение ГАМК и активность глутаматдекарбо. 
ксилазы — фермента, синтезирующего этот нейромедиатор, прак. 
тически не изменялись. Обнаружено, что в этом случае уменьшение 
высвобождения глутамата является специфичным и не сопровож- 
дается изменениями концентрации аспартата в молекулярном 
слое (Маег её а|., 1978Ь). 
Недавние исследования с использованием фармакологических 
подходов (\\Пеа|, МШег, 1980) также свидетельствовали в пользу 


глутаматрецептивных связей между волокнами перфорантного 
пути и молекулярного слоя зубчатой извилины. 








Рис. 3. Глутамате 
. 5. ргические п 
1984). Ути в ЦНС млекопитающих (по: Роз{ег, Равв, 
А — миндалина; см 
СХ — кора больших п И НОВИ 
коленчатое тело: [СМ — латеральная = шар; 
аммилярные тела; МА — ородка; 


дное ядро продолговатого мозга; 
НС— гиппокамп; Н— латеральное 
1.5 — латеральные вестибулярные 


бугорок четверохолмия: 
таламус. 
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Табли 


ца 1 


Нервные пути, чувствительные к глутамату в головном мозгу млекопитающих 
(Роз{ег, Раза, 1984 с изменениями) 








Нервные пути 
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и глутаматчувствительной природы, 
основанные на критериях 


пресинаптических 


постсинаптических 





п 


И Ф 





Слуховой нерв 
Мозжечок 
лазящие во- 
локна 
параллельные 
волокна 
Кортикофугаль- 
ные пути 
к миндалине 
клиновидному 
ядру 
продолгова- 
тому мозгу 
зубчатой из- 
вилине 
латеральному 
коленча- 
тому телу 
прилежащему 
ядру 
обонятель- 
ному бу- 
горку 
ядрам моста 
красному 
ядру 
спинному 
мозгу 
стриатуму 
черной суб- 
станции 
таламусу 
Гиппокамп 
комиссураль- 
ные во- 
локна 
коллатерали 
Шеффера 
Связи гиппо- 
кампа с 
терминальной 
полоской 
гипоталамусом 
латеральной 
перегород- 
кой 
мамилляр- 
ными те- 
лами 
прилежащим 





ядром 


+ +++ [о 


++ + 


+ ++! 





- 


++ 








+ +++ 


№ 


Е 


== 





| 
+ +++ 


+ + ++ 





37 







































Доказательства глутаматергической 
и глутаматчувствительной природы, 
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Примечание. В число пресинаптических критериев доказательства включали; 
определение поглощения экзогенного медиатора (П), измерение содержания глутамата 
в пресинаптической области (С) и определение стимулированного высвобождения медиа- 


тора (В). Постсинаптические критерии: идентичность действия эффекту естественного 
медиатора (И) и фармакологического (Ф). 


Сравнительно хорошо изучены пути, осуществляющие связи 
коры больших полушарий и подкорковых структур, например 
кортикостриарный путь. Хирургическое удаление или перерезка 
фронтальной коры у крыс приводит к избирательному снижению 
поглощения глутамата в неостриатуме и не изменяет метаболизма 
холинергических, дофаминергических и ГАМКергических систем 
(Ги её а|., 1983). 

Авторадиографические исследования с использованием Г.-ЗН- 


аспартата определили, что нисходящие пути от пирамидного 5-го 
слоя коры заканчиваются большей част 


х путей главным образом 
ушения какого-либо пути 
иромедиаторов ВО Многих 


стигают черной 
взаимодействуют 
ядром, ядрами 


Анализ нервных п 


утей, использующих в качестве ней омедиа- 
тора глутамат, показ я 


ывает, что глутаматергические и глутамат- 


38 


Таблица 1 (продолжение) 
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рецептивные нейроны широко распространены практически во всех 
областях головного мозга млекопитающих. Это свидетельствует 


о несомненной важности этого типа медиаторной передачи для 
деятельности головного мозга. 


Дальнейшие исследования локализации глутаматных рецепто- 
ров в синапсах неирональных элементов тесно связаны с поиском 
специфических маркеров, способных выявлять рецепторные струк- 
туры на мембранах клеток мозга. Глутаматные рецепторы можно 
обнаружить с помощью иммуно-электронно-микроскопического 
подхода, основанного на использовании меченых моно- или поли- 
клональных антител. Этот подход уже широко используется для 
визуализации других типов синаптических мембран нейронов 
( Мемузот@ау!$ е{ а|., 1982). 

Нами совместно с Ю. В. Бобрышевым и Ю. В. Балабановым 
была сделана попытка выявить локализацию глутаматных рецеп- 
торов в дифференцирующих органотипических культурах ткани 
мозга и выяснить ультраструктурные характеристики формирую- 
щихся глутаматрецептивных синапсов с помощью меченых электро- 
ноплотных маркеров и моноклональных антител (МКАТ), полу- 
ченных к глутаматсвязывающим мембранным белкам (ГМБ) 
головного мозга крыс (Дамбинова и др., 1987а). 

Проведенное исследование показало, что в органотипических 
культурах коры головного мозга первыми элементами, которые 
мигрируют в зону роста из эксплантата, являются глиобласты. 
Их выселение сопровождается изменениями формы клеток и 
образованием отростков. После установления межклеточных кон- 
тактов наблюдается контактное торможение и последующая диф- 
ференцировка клеток. Первоначально образуется глиальная сеть 
из мультиполярных клеток, а затем многослойные структуры. 
В 17-дневной культуре ткани коры были выделены три зоны, 
отличающиеся друг от друга по морфофункциональным особен- 

ностям и поведению глиальных клеток: зона роста, промежуточная 
и центральная. Зона роста характеризуется постоянным пере- 
мещением и модификацией глиальных клеток, участвующих в фор- 
мировании клеточных сетей и пластов. Преобладающими клетками 
этой зоны являются глиобласты. Промежуточная зона состоит 
из многослойных глиальных элементов, отличающихся высокой 
пролиферативной активностью. Центральная зона, в которои нахо- 
дятся нейроны и нейропиль из многочисленных отростков, харак- 
теризуется высокой степенью дифференцировки глиальных произ- 
водных. Центральная часть эксплантата снаружи покрыта эпи- 
телиоморфным слоем глиальных клеток, преимущественно’ив идав> 
матических и фиброзных астроцитов. Таким образом, структурный 
анализ дифференцировки клеток в органотипической культуре 
ткани мозга новорожденных крыс показал, что данная модель 
является удобным объектом для изучения механизмов формиро- 


енезе. 
вания глутаматрецептивных синапсов в онтог! 
На основе изучения свойств МКАТ к ГМБ было озеоию 
что они узнают антигенные детерминанты глутаматсвязывающих 
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и способны изменять физиологическую функ. 
центров рецептора пторов нервной системы (Дамбинова и др. 
цию глутаматных В езультатов следует, что выделенные 
1987а, 6). Из получен р служить специфическим че 
ПЕ Ик ИБ = АЕ мозгу млекопитаю 
кером и в гол 5 

амбинова и др., ‚ 

и о акеЕнение исследо- 
вание показало, что МКАТ к ГМБ выявил наличие специфических 
структур исключительно в центральной зоне культуры коры голов- 
ного мозга, преимущественно в зоне нейропиля (рис. 4, а). Мечен- 
ные коллоидным золотом антитела располагались в виде класте- 
ров на плазматических мембранах аксонов дифференцирующихся 
нейронов. В случае контактов отростков нервных клеток в нейро- 
пиле можно было наблюдать распределение меченных коллоидным 
золотом антител вдоль контактирующих плазматических мембран 
(рис. 4, 6). Присутствие меченых атител наблюдали также и в зоне 
контакта аксонов с «телами» нервных клеток (рис. 4, в). Прове- 

денный анализ позволил выявить зоны сборки глутаматных рецеп- 
торов в цитоплазме клеток. Так, отложения меченных кОоллоиДнНымМ 
золотом антител зарегистрированы в области отшнуровки везикул 
от дистальных частей цистерн пластинчатого комплекса (рис. 4, г), 
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‚ отло- 
гриро* 
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ре нов Рис. 4. Ультраструктурная локализация глутаматных рецепторов на нейронах 
т культуры головного мозга крыс. 
тор а — локализация меченных коллоидным золотом моноклональных антител к глутаматным 


ТР рецепторам на аксоне дифференцирующегося нейрона в нейропиле культуры. Х 85000. 
Л 6 — фиксация меченных коллоидным золотом антител вдоль плазматических мембран кон- 


тактирующих отростков нервных клеток. Х 100 000. 
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Рис. 4 (продолжение). 


д — локализация меченных коллоидным золотом антител в зоне заполненного везику- 
лами конуса роста аксона. Х 65 000 


вающиеся методические возможности изучения ультраструктуры 
глутаматрецептивных синапсов с использованием меченных кол- 
лоидным золотом МКАТ могут оказаться полезными для дальней- 
шего изучения принципов и механизмов деятельности головного 
мозга, в том числе и при заболеваниях нервной системы. 


2.2. Рецепторное связывание 1.-Н-глутамата 
с мембранами нервных клеток: к 
влияние катионов Мат и Са” 


Впервые возможность связывания [.-глутамата с синап- 
тическими мембранами (СМ), выделенными из коры больших 
полушарий головного мозга крыс, независимо друг от друга 
показали Робертс (КоБег{з, 1974) и Михаэлис (М!свае!1$ е{ а|., 
1974). С тех пор многочисленными исследованиями были уточнены 
характеристики рецепторного связывания глутамата и представ- 
лены доказательства отличия этого процесса от избирательного 
транспорта и поглощения этой аминокислоты в синапсе. 

В настоящее время принято считать, что истинное рецепторное 
связывание является Ма*-независимым процессом, в то время 
как поглощение и транспорт нейромедиатора из синапса происхо- 
дят в присутствии высоких концентраций ионов натрия (ЗВагй 
Корегз, 1980). } 














Хид и соавт. (Неа её а!., 1980) определили т 
й симой от ионов Ма+, в боль. 

связывающей активности, незави 
шинстве зон мозга кошки. Эта активность повышалась в следую- 
щем порядке: Пали О РВ, а” 
мус= полосатое тело=мозжечок>>дорзальная ча = про- 

говатый мозг>>спинной мозг. 
> Бодри и Линча (Вацагу, ГупсВ, 1981а), количество 
рецепторных Ма*-независимых участков связывания глутамата 
изменяется в сторону уменьшения в ряду: лобная кой ТЕМЕННая 
кора>>затылочная кора>полосатое тело>>гиппокамп>>средний 
мозг>>гипоталамус>мозжечок>продолговатый мозг. 

Количественные параметры связывания глутамата с синапти- 
ческими мембранами разных структур головного мозга рассчитаны 
для немногих зон. Это обстоятельство обусловлено сложностью 
и трудоемкостью выделения материала из определенных структур 
мозга. Однако для основных структурных зон мозга константы 
диссоциации комплексов рецептор—медиатор (К„) и количество 
связывающих участков (В) Уже установлены. Эти данные, 
касающиеся количественных параметров связывания глутамата 
с синаптическими мембранами разных структур мозга, суммиро- 
ваны в работе Фостера и Фагга (Розфег, Раба, 1984). 

Из таблицы 2 видно, что У разных авторов имеется сущест- 
венный разброс значений ВА при исследовании одних 


ИИ препаратов синаптических 


мембран, используемых при радиолигандном способе (ЗВагй, 


КоБег(з, 1980Ь). 
Анализ данных, п 


Для того чтобы ответи 
данные, касающиеся онто 
тамата. 


Наиболее интересными в этом 
плане являются исследовани 
Бодри и Линча (Вацагу еЁ а1., ы я 


1981), которые п 








Исследовани 
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о сравнению с 
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Гиппокамп обладает сравнительно простой анатомической органи- 
зацией, и его интенсивно используют как модельную систему для 
изучения развития мозга млекопитающих. Появление Ма*-неза- 
висимых участков связывания [-глутамата в гиппокампе было 
обнаружено в течение первых 10 дней жизни крыс. За это время 
измеряемое связывание радиоактивного глутамата возрастало 
в гиппокампе приблизительно в 40 раз и коррелировало с появле- 
нием функционирующих глутаматергических синапсов в этой 
структуре. Количество связывающих участков изменялось вплоть 
до 9-го дня постнатального развития, а затем резко снижалось. 
Как предполагают авторы, это явление обусловлено значительным 
синтезом общего количества белков нейронных и глиальных эле- 
ментов, в частности, оно совпадает по времени с миелинизацией 
нервных волокон. Существенное накопление глутаматсвязываю- 
щих участков перед периодом высокого синтеза белков в глии 
подтверждает предположение, что эти участки не локализованы 
на глиальных клетках. 

Исследования, проведенные на мозжечке крыс (Ре Ваггу еЁ а!., 
1983), подтвердили эту гипотезу. Время появления глутамат- 
связывающих участков существенно замедлено в мозжечке 
по сравнению с гиппокампом, что совпадает с формированием 
синапсов в мозжечке. К такому же выводу пришли Сандерсон 
и Мерфи (Запдегзоп, МигрВу, 1979), которые изучали формиро- 
вание рецепторов глутамата в коре больших полушарий головного 
мозга крыс в онтогенезе. Они обнаружили, что большинство 
глутаматсвязывающих участков появляется в период пика синап- 
тогенеза. 

Большое внимание вызывают проведенные недавно исследова- 
ния, выявившие разные типы рецепторов глутамата в ходе онто- 
генеза и их локализацию в синаптической и внесинаптической 
областях нейрона (Ваицагу е+ а1., 1983). Было показано, что 
гиперчувствительность клеток гиппокампа появляется в ходе онто- 
генеза и в результате денервации комиссуральной деафферен- 
тации нейронов гиппокампа. Оказалось, что денервация вызывает 
эффект дополнительного появления глутаматных рецепторов типа 
С», которые имеют внесинаптическую локализацию и связаны 
с явлениями гиперчувствительности мембраны нейрона при денер- 
вации. Было предположено, что другой тип глутаматных рецепто- 
ров С, является истинно синаптическим и совпадает по срокам 
со временем формирования основных синаптических связей 
в гиппокампе. 

На основании рассмотренных данных можно заключить, что 
появление глутаматсвязывающих участков отражает в некоторой 
степени функциональное созревание глутаматных рецепторов 
в ходе онтогенеза. Отсутствие этих типов рецепторов в глиальных 
клетках и других клетках организма, а также их субклеточная 
локализация свидетельствуют в пользу того, что глутаматсвязы- 
вающие участки соответствуют физиологическим рецепторам глу- 
тамата именно в нейронах. 
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Рис. 5. Кинетика специфического связывания 1- Н-глутамата с синаптическими | Для ВЫЯ( 
мембранами, изолированными из коры больших полушарий головного мозга крыс. ели 
а — зависимость специфического связывания [.-3Н-глутамата от концентрации метки 0 6 анам 
в инкубационной среде: по оси абсцисс — концентрация (с) свободного лиганда (нМ); ( МеМ р. 
по оси ординат — специфическое связывание (ч); б — представление экспериментальных мата В при 
данных в координатах Скэтчарда: по оси абсцисс — концентрация комплекса лиганд/ 


рецептор (фмоль/(нМ - мг)), по оси ординат — отношение концентрации связавшегося Константы С 
комплекса к концентрации свободного лиганда (пПМ/мг). 


й ОТСУТСТВИИ. 

В наших исследованиях (Дамбинова, Городинский, 1984) было Результат 
показано, что зависимость специфического связывания Г.-3Н-глу- лекса рецепт 
тамата от концентрации носила насыщающий характер (рис. 5, а). (1985) предп 
Представление экспериментальных данных в координатах Скэт- (ОТО СВЯЗЫВ: 
чарда (Зса{евага, 1949) (рис. 5, 6) свидетельствовало о наличии 
однородной популяции участков связывания с К, около 180— 
200 НМ и В, 2.5—45 пмоль/мг белка. Харатернст 

Как уже указывалось, литературные данные о числен- те 
ных значениях специфического связывания [.-3Н-глутамата ы 
значительно расходятся. Для коры головного мозга крыс ры 
приводятся следующие данные: К, =600—800 нм и а — (В. 
=75 пмоль/мг белка (Розег, Расе, 1978) и К» 750 нМ и В, } вот 
6.5 пмоль/мг белка (Вацагу, Гупсв, 1981 ). В этих работах авторы т 
использовали для суспензирования СМ ультразвуковую обра- ик 
ботку, которая существенно влияет на состояние мембраны и ча 
параметры связывания глутамата. В другом исследовании (В1- 
21еге её а|., 1980) описаны Два типа участков связывания Г.-ЗН-глу- м 
тамата со значениями К, Ти 80 нм. Поскольку эксперименты 4 
проводили на тотальной фракции мембран гомогената мозга крыс, 
то данные, полученные в этих опытах, требуют уточнения. В работе ый 
Михаелиса и соавт. (М!сВае!5 её а|., 1981), где предполагали м 
наличие двух участков Ма-независимого специфического связыва- т 
ния глутамата с К, 60 и 260 нМ, вычислен 


ие кинетических значений 


проводили с использованием координат Лайнувера—Бэрга. Счи- 


й 
тается, что применение этих координат для описания нелинейной , 
кинетики связывания является неправомерным, в этих случаях и 
используют графики Скэтчарда (Варфоломеев, Зайцев, [985). у 
Сравнение влияния ионов Ма+ на связывание [.-ЗН-глутамата 
с митохондриальными мембранами и СМ показало, что Ма-зависи- 
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мое связывание характерно только для СМ и отсутствовало в мемб- 
ранах митохондрий (Городинский, 1985). Следовательно, Ма-зави- 
симое связывание может быть использовано в качестве дополни- 
тельного маркера плазматических (синаптических) мембран. 
Остальные катионы в концентрации 5—25 мМ увеличивали свя- 
зывание [.-"Н-глутамата (рис. 6, а, 6). Результаты этих экспери- 
ментов в целом совпадают с аналогичными данными, полученными 
Бодри и Линчем (Ванагу, Гупсв, 1979). Полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что СМ, выделенные из коры головного 
мозга крыс, были обогащены двумя различными типами участков 
связывания глутамата: Ма-независимым с К,=180—200 нМ и 

Внакс. 2.5—4.5 пмоль/мг белка и Ма-зависимыми (поглощающими) 

участками с К, 650—700 нм и В,.. 60—80 пмоль/мг белка 

(Дамбинова, Городинский, 1984). 

Для выяснения природы ингибирующего действия Мат мы 
определили его влияние на процесс диссоциации связанного 
с мембранами глутамата. Диссоциация связанного Г[.-Н-глута- 
мата в присутствии Мат (150 мМ) значительно ускорялась. 
Константы скорости диссоциации, определенные в присутствии 
и отсутствии Ма*, составляли соответственно 0.51 и 0.064 мин`' 

Результаты экспериментов по исследованию диссоциации комп- 
лекса рецептор—нейромедиатор позволили А. И. Городинскому 

(1985) предположить, что подавление наблюдаемого специфиче- 
ского связывания Г.-Н-глутамата ионами Ма* в физиологической 


Таблица 2 


Характеристика участков Ма+-независимого связывания [-глутамата 
на синаптических мембранах разных структур мозга (Роз{ег, Раз, 1984) 














Структуры мозга Вмакс, 
(виды Кд, НМ пмоль/мг Литература 
животных) | белка 
Кора больших полуша- 830 28.0 Корег{з, 1974 
рий, крыса 210 3.0 Зап4егзоп, Мигрну, 1980 
363 13.1 Гуа{а е{ а!|., 1982 
370 6.2 Зап4егзоп, Мигрйу, 1982 
Передний 34 61.6 Боз{ег ей а|., 1981 
Арн 453 90.7 Коз{ег её а|., 1981 
60—70 70—135 | МеваеЙ$ ей а|., 1981 
507 6.99 Бабо е{ а|., 1983 
Гип 1 0.12 Виеге е{ а|., 1980 
реа т т 6.50 Вацагу, ГупсВ, 1981а 
110 14.00 Уаграз, Соз{а, 1981 
11 2.50 \егИпе, Ма4ег, 1982 
190 20.00 м ое 
М 73 Еоз{ег, КоБег{$, 
озжечок, крыса т 10 Пе Ваггу е+ а!., 1980, 1983 
509 13 Нопоге е{ а1., 1981 
604 21 З!еут е{ а1., 1982 
Полосатое тело, крыса 3460 336.2 \Утсепф, Мс Сеег, 1980 
Мозжечок, кошка 330 15 Неа@ е{ а!., 198) 
Мозг, летучая мышь 485 3.8 Вгеппап еЁ а1., 1981 
Мозжечок, мышь 270 11.9 З1емт е{ а!., 1982 
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Рис. 6. Влияние катионов на специфическое связывание [.- Н-глутамата с си- 
наптическими мембранами. 


По оси абсцисс — концентрация (мМ); по оси ординат — специфическое связывание 
(% от контроля). а — в присутствии в инкубационной среде одновалентных металлов: 


Ма+ — (1), К+— (2), ВЬ+ — (3), Сз+ (4); 6 — в присутствии в инкубационной среде 
двухвалентных металлов: Са?+ — (1), Ма?+ — (2), Мп?+ — (3). 








концентрации происходит за счет ускорения процесса отделения 
медиатора от рецептора (что выражается в увеличении почти 
на порядок наблюдаемого значения К,). Следует отметить, что 
эффект ингибирования связывания ионами Ма+ оказался не специ- 
фичным для предварительно замороженных мембран, но прояв- 
лялся на свежевыделенных препаратах, что следовало из линей- 
ности графика Скэтчарда для Ма-зависимого связывания. 

Как уже было показано ранее (Вацагу, Г.упсв, 1978, 1979), 
ионы Са”+ в концентрации 5 мМ повышают связывание [.-ЗН-глу- 


тамата со синаптическими мембранами 


Са“*. Как видно из рисунка, эффект Са?+ 


значения Ву. от 1.9 до 4.5 пмоль/мг белка при неизменном 
значении К, (около 180 нм). 


После заморажива 


ы у ния синаптических мембран стимулирующее 
действие Са?+ 


пропадало, однако общий 


6). 
Н-глутамата с мембранами митохондриальной 
изовалось значениями К, около 180 НМ и 
белка. В этом случае Са?+, так же как и Мат, 
ия на специфическое связывание (Городинский, 


фракции характер 
Ва 10 пмоль/мг 
не оказывал влиян 
Дамбинова, 1986). 

Стимулирующее действие ионов Са? 


на связывание [.-3Н-глу- 
тамата со свежевыделенными синаптичес 
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Рис. 7. 


а — специфическое связывание [.-°Н-глутамата (данные представлены в координатах 
Скэтчарда) с синаптическими мембранами (1) и с синаптическими мембранами в присут- 
ствии 5 мМ Са?+ в инкубационной среде (2); б — влияние ионов Са?+ на специфическое 
связывание [.-3Н-глутамата со свежевыделенными синаптическими мембранами (1), с пред- 
варительно замороженными синаптическими мембранами (11), с мембранами мито- 
хондриальной фракции; в отсутствие Са?+ (А) и в присутствии 5 мМ Са?+ (6) в инкуба- 
ционной среде (111). 


суется с имеющимися литературными данными. В работе Фагга 
и соавт. (Еабр е{ а|., 1983) при замораживании синаптических 
мембран уровень связывания Г.-"Н-глутамата снижался и исчезала 
зависимость связывания от ионов Са**. В отличие от упоминаемой 
работы, по нашим данным, процедура замораживания-оттаивания 
стимулировала специфическое связывание. Этот факт может сви- 
детельствовать об эквивалентности активирующего действия 
замораживания-оттаивания и ионов Са?+ на свежевыделенные 
синаптические мембраны. 

На плазматических мембранах гибридных клеток нейробла- 
стомы 78—45Х 8 мы обнаружили участки связывания [.-3Н-глута- 
мата, обладающие такими же свойствами, как и на синаптических 
мембранах, выделенных из мозга: сродством к лиганду (К» около 
190 нм), активацией связывания глутамата в присутствии Са ы 
и подавлением связывания лиганда в присутствии Ма+ 
(рис. 8, а, 6). Отметим, что концентрация обнаруженных участков 
связывания в мембранах клеток нейробластомы была существенно 


4 С. А. Дамбинова 49 












большей, чем на синаптических мембранах (Вьке около 
О пмоль/мг белка). 

ь и на свежевыделенных плазматических мембранах 
клеток нейробластомы подавление связывания Г-”Н-глутамата 
ионами Мат свидетельствует об отсутствии Ма-зависимых участ- 
ков связывания (и ассоциированной с ними системы активного 
транспорта медиатора) на мембранах гибридных клеток. 

В табл. 3 суммированы полученные нами данные по связыва- 
нию 1-ЗН-глутамата с мембранами различных типов. Сходство 
характеристик связывания с плазматическими мембранами нейро- 
бластомы и Ма-независимого связывания с синаптическими мемб- 
ранами мозга человека и крысы свидетельствует о возможном 
наличии глутаматных рецепторов в клетках нейробластомы. 
Вместе с тем видны значительные различия между характеристи- 
ками рецепторного связывания с СМ, с одной стороны, и связыва- 
ния с мембранами митохондриальной фракции — с другой. Сле- 
дует подчеркнуть, что совпадение значений К, для этих типов 
участков связывания затрудняет их селективное изучение при 
одновременном наличии СМ и митохондрий в инкубационной 
смеси. Поэтому необходима тщательная очистка синаптических 
мембран от возможных примесей митохондрий. 

Наличие примесей митохондриальных мембран в исследуемых 
фракциях может привести к ошибочным заключениям. В част- 
ности, С] /Са**-независимые участки связывания, обнаруживае- 
мые в грубой фракции синаптических мембран, выделенных 
из клеток спинного мозга (Меппа её а|., 1982), по характе- 
ристикам совпадают с найденными нами на очишенных мито- 
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Рис. 8. Специфическое связывание 1.-3Н-глутамата с плазматическими мемб- 
ранами гибридных клеток нейробластомы 78=48Х 8. 
а — представление 


данных в координатах Скэтчарда: б — 
ческое связывание, / Е т 


влияние ионов на специфи- 
не — контроль, 2 — Са?+ (5 М), 3 — Ма+ 


(150 мМ) в инкубационной 
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Таблица 3 


Характеристики специфического связывания 1-ЗН-глутамата с различными 
мембранными фракциями 








Вид мембран к т Влияние Са?+ Влияние Ма* 
1 
СМ из коры головного мозга 180 4.5 Активирует Подавляет 
крыс, Ма*-независимое свя- 
зывание 
СМ из посмертных препара- 196 1.2 Активирует Подавляет 
тов коры головного мозга 
человека 
Плазматические мембраны 180 40.0 Активирует Подавляет 
клеток нейробластомы 
78—45Ж8 
СМ из коры головного мозга 2000 50.0 Не влияет Активирует 
крыс, Ма*-зависимое свя- 
зывание 
Мембраны митохондриаль- 170 1.4 Не влияет Не влияет 
ной фракции 
Плазматические мембраны 1800 40.0 Не влияет Активирует 
клеток глии 
Плазматические мембраны 250 5.8 Активирует Подавляет 
нейронов 
Плазматические мембраны 2800 54.0 Не влияет Не влияет 
клеток печени 
Плазматические мембраны 1500 35.0 Не влияет Не влияет 
клеток сердца 














хондриальных мембранах и, возможно, не имеют отношения 
к синаптическим рецепторам (Е е{ а|., 1984). Обращает на себя 
внимание факт существенного отличия кинетических параметров 
связывания 1.-3Н-глутамата с мембранами клеток других органов 
(печени и сердца). Это свидетельствует о том, что связывающие 
Участки принадлежат преимущественно транспортным системам 
на мембране. = 

Таким образом, можно заключить, что Ма" -независимые 
участки рецепторного связывания 1-’Н-глутамата могут быть 
отнесены к физиологическим глутаматным рецепторам. В пользу 
этого свидетельствует ряд данных: сродство высокоаффинных 
участков связывания нейромедиатора находилось в пределах 
физиологических концентраций 1-глутамата, действовавших 
на нейроны головного мозга, насыщаемость и обратимость связы- 
вания [-глутамата были сходными © аналогичными свойствами 
физиологического рецептора; рецепторное связывание Г.-“Н-глу- 
тамата, которое соответствовало бы своими параметрами СМ, 
отсутствовало на мембранах глиальных клеток и внутриклеточных 
мембранах нейронов (МсГеппап, 1983). 








2.3. Взаимодействие структурных аналогов глутамата 
с синаптическими мембранами 


Классический подход к изучению структуры активного 
центра рецепторных молекул включает анализ функции «узнава- 
ния» нейромедиатора путем накопления сведении о характере 
ответа клетки на действие химических соединений определенного 
строения. Совокупность полученных данных дает возможность 
представить структуру субстратной площадки активного центра 
рецептора с целью избирательного поиска веществ с нужным 
фармакологическим действием (Михельсон, 1977). 

К агонистам глутамата относятся вещества, способные вызы- 
вать возбуждающее действие на нейроны при аппликации их 
на плазматическую мембрану клетки. Большинство исследованных 
соединений являлось структурными аналогами молекулы глута- 
мата, которую модифицировали различными химическими груп- 
пами (Пиотровский, 1987). Подобные соединения сохраняли ту же 
стереоспецифичность действия, как и сам нейромедиатор, причем 
активность [-форм была много выше, чем у О-изомеров (Сиг- 
{з, \МаНклз, 1960). 

Уменьшение углеродной цепи молекулы глутамата на 1, 2 или 
3 углеродных атома или его химическая модификация резко 
снижали возбуждающее действие веществ. Так, метилирование 
@-углеродного атома не изменяло активности медиатора, 
в то время как метилирование В-углеродного атома значительно 
снижало возбуждающий эффект; введение фенильной и гидро- 
ксильной группы в В-положение приводило к подавлению актив- 
ности производного глутамата почти в тысячу раз (Рау!з, \Ма+{- 
Кпз, 1979). Структурный аналог глутамата — ГАМК, представ- 
ляющий собой продукт его декарбоксилирования, не оказывал 
какого-либо действия на глутаматные рецепторы. То же самое 
наблюдали для глутамина. 
ат О прееаонаний Кертие и Фотниие (Си 
и ке ли, что активный центр рецепторной 

ржать две положительно заряженные 

группы, способные узнавать а- и У-карбоксигруппы глутамата 
и а- и В-карбоксигруппы аспартата. Третьим участком узнавания 
ОНО белка по-видимому, является отрицательно заря- 

а, спе й 

Ве ПН ельы к взаимодействующая с аминогруп- 
р р. хорошо иллюстрируется фактами, приведен- 
цит. по: Роз{ег, або, 1984). В таблице представ- 

лены результаты определения относительной вытесняющей 
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бытестение (-"И-глутамата с участков связывания на синаптических мембранах (Еоз4ег, Базр, 1984) 








Аналоги Г.-глутамата 


[.-глутамат 
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р, Г.-гомоцистеинат 
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ких мембранах (Роз{ег, Рае, 1984) 


Таблица 4 








Значения 1С5о, мкМ 

























































































0.4 1.2 0.21 1.2 0.45 — — 
9.0 9.3 2.6 180.0 

11.0 10.4 2.1 56.0 -— — 4.4 
27.0 23.0 7.6 250.0 

— 0.5 0.21 

1.2 1.0 0.7 

0.4 — 0.26 0.7 

— — 0.5 Зо 

== = — 24.0 

== => — 0.5 

5 Ее — 1.0 

0.053 — и 

1000 — 500 

5.0 

4.5 Пе 1.2 

75.0 == 

39.0 -- 4.4 


























Аналоги Г.-глутамата 


Значения К» 


Таблица 4 (продолжение) 


Значения 1[С5о, мкМ 








О-АРУ 

р,Г-АРНХ 
Р,Г-серин-о-фосфат 
Г,Г.--серин-о-фосфат 
р,[-квисквалат 
Р,[.-иботенат 
р,Г-АМРА 

АДСР цис-, транс- 

Хинолинат 

Каинат 

Р-у-глутамилглицин 

СО ЕЕ 

ММА 

М-Ас-Азр-Сш 

№-Ас-Сш-Азр 

Азр-Сщ 

Ош-Азр 

Глутатион (восст.) 


связавшейся метки. 
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инат и а-сульфо-1[.-цистеинат. Следует отметить, что далеко не все 
агонисты, выявленные с помошью электрофизиологических экспе- 
риментов, активно конкурируют с 1.-глутаматом за участки специ- 
фического связывания на мембране нейронов. Например, М№-ме- 
тил-4-аспартат, каиновая кислота и а-амино-3-окси-5-метил-4- 
изоксазол-пропионат практически не влияли на связывание 
радиоактивного глутамата. Возможно, что эти агонисты действуют 
не на активность самих рецепторных узнающих участков, а на дру- 
гие стадии синаптического процесса. Например, для каиновой 
кислоты было показано, что она в большей степени является 
конкурентным ингибитором высокоаффинного поглощения Г.-глу- 
тамата (Зоппз{оп е{ а|., 1979). 

Как видно из табл. 4, можно выделить три основные группы 
агонистов глутамата в разных конформационных состояниях: 
«растянутой», «слегка сжатой» и «сжатой». Эти конформации 
отличаются друг от друга расстояниями между карбоксильными 
группами и между атомом азота аминогруппы и #-карбоксильным 
атомом углерода (Зобпзфоп еЁ а|., 1974). Предполагают, что 
«растянутая» конформация молекулы агониста (например, квиск- 
валиновая кислота) способна взаимодействовать с большинством 
подтипов глутаматных рецепторов, в том числе и аспартатных 
рецепторов. Вместе с тем «слегка сжатая» и «сжатая» форма 
агонистов (иботеновая, каиновая кислоты) проявляют избиратель- 
ные свойства и обладают более мощным возбуждающим эффек- 
том. Активность этих «ригидных» аналогов может быть объяснена 
«трехточечной» схемой взаимодействия с активным центром глута- 
матного рецептора, так как в структуре гетероциклического ядра 
имеется «кислый» атом кислорода, который несет отрицательный 
заряд, соответствующий локализации =-карбоксильного атома 
кислорода в молекуле глутамата. 

С веществами, способными селективно подавлять возбуж- 
дающее действие глутамата — антагонистами, дело обстоит много 
сложнее (Пиотровский, 1987). Высказывается предположение 
(Баре её а|., 1982), что основной причиной различия между 
агонистами и антагонистами является величина заряда на &-карбо- 
ксильной группе при физиологических значениях РН. 

Как представлено в табл. 4, среди антагонистов глутаматных 
рецепторов наибольшей активностью обладают 2-амино-4-фос- 
фономасляная (АРВ), 2-амино-6-фосфоногептановая кислота и 
а-1.-аминоадипиновая кислота (Роз{ег, Басс, 1984). Обнаружено, 
что действие у-Г-глутамилглицина проявляется лишь в высоких 
концентрациях. Диэтиловый эфир глутаминовой кислоты вообще 
не оказывает влияния на связывание радиоактивного глутамата 
с синаптическими мембранами головного мозга млекопитающих. 
Следовательно, в молекуле глутамата важную роль играют именно 
концевые карбоксилы (Кудряшова и др., 1987). Е 

Из результатов, полученных Пиотровским и др. (1986) 
(табл. 5), видно, какими основными группировками формируется 
«силовое поле» активного центра глутаматных рецепторов голов- 
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Таблица 5 


ЗН- с синаптическими мембранами 
ние производных дикарбоновых аминокислот на специфическое связывание 1-’Н-глутамата 
ре головного мозга крыс (Пиотровский и др., 1986) 


В'— (СНз)„ аа 











ВЗ 
Номе 
р 0.35 
_ г ое АИ т 
п в90е— с Е гы Не эффективно 
Ш МНЬ— НООС— МН.— Е < $ 
ТУ НООС— МНЫ— МН,›— 2 п . 
у НООС— НООС— ма - =” > 
У! С›Н5ООС— С›Н5ООС— ое : т 60 
АА. А м МН. — 2 | Не эффективно 
УП НООС— МН.СО— — 2 -. 1 
Х нь о . Е С Е й 18 
Хх НООС— 2Н5СН. ^- и 
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ХИ НООС— НООС— СН5СОМН— 1 у о 
хШ НООС— НООС— СёН5СН›.СОМН— 2 у т 
ХГУ НООС— НООС— СьН=СН>СОМН— 1 , 
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ного мозга. Обнаружено, что известная схема, согласно которой 
считается, что активный центр макромолекулы рецептора содер- 
жит три участка связывания лиганда (СигИ$, \Ма{ кз, 1960), 
успешно применима лишь к некоторым соединениям. В частности, 
легко объяснима на основании этой гипотезы неэффективность 
соединений Ш-—Т\У, лишенных одной из ионных групп (а- и 
\-аминомасляные кислоты), а также \У (глутаровая кислота). 
Одновременное блокирование двух любых групп в молекуле ана- 
лога глутамата, как в случае диэтилового эфира глутаминовой 
кислоты (УТ), приводит в полном соответствии с данной гипотезой 
к инактивации соединения. 

С другой стороны, анализ полученных результатов для боль- 
шинства исследованных соединений выявил следующую законо- 
мерность: изменение ионного заряда только одной из групп при- 
водит к соединениям, сохраняющим способность к ингибированию 
специфического связывания. Так, а- и у-бензиловые эфиры 
1.-глутаминовой кислоты (Хи Х) и глутамин (УП) проявляли 
достаточно высокую ингибирующую активность. Пока неясной 
в этом ряду представляется неэффективность [-изоглута- 
мина (УП). Ингибирующие свойства проявляли, хотя и в меньшей 
степени, М№-ацилпроизводные глутаминовой и аспарагиновой кис- 
лот (ХИХУШ и ХХ, ХХ. В соответствии с этим активность 
арильных и арилкильных производных по-видимому, зависит 
от липофильности заместителей. Сохраняется ингибирующая 
активность и при превращении аминного азота не только в амид- 
ный, но и в имидный (фталил-Г-глутаминовая кислота, УП). 

На основании полученных данных кажется очевидным, что для 
специфического связывания производных аминодикарбоновых 
кислот с активным центром рецептора достаточно наличия в моле- 
куле лиганда только двух ионогенных групп: либо двух анионных, 
либо одной анионной и одной катионной. Способность к образова- 
нию ионной связи третьей функциональной группой не имеет, 
по-видимому, существенного значения, так как она может быть 
лишена этой способности без значительного ущерба для актив- 
ности соединения. Возможно, что при двухучастковой схеме связы- 
вание в третьем участке может осуществляться за счет других 
полярных взаимодействий, например образования водородной 
связи. Весьма вероятно, что определенную роль в связывании 
химических соединений играют гидрофобные связи липофильных 
радикалов лиганда с гидрофобным окружением узнающего 

участка глутаматного рецептора (Пиотровский и др., 1986). 
Подтверждением этой гипотезы служат также данные, приве- 
денные ниже и касающиеся ингибирующих свойств малых глута- 
матсодержащих пептидов, влияющих на сродство 1.-3Н-глутамата 
к рецепторам синаптических мембран головного мозга крыс. 
Существование эндогенных веществ, ингибирующих рецептор- 
ное связывание нейромедиаторов мозга 1 уЙго, представляет 
значительный интерес в связи с тем, что эти вещества могут 
претендовать на роль как истинных лигандов, так и модуляторов 
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синаптической передачи (Зпудег, 1983). В настоящее время В лит. 
ратуре имеются сообщения об идентификации эндогенных иНгиби. 
торов рецепторов ГАМК (ТоНапо е{ а!., 1978), бензодиазепинов 
(Ра\!ез, Соцеп, 1980) и ацетилхолина (шк, 1982; Зегзнеп ей а]. 
1984). 

Предположение о наличии эндогенного ингибитора рецептор- 
ного связывания [-глутамата было впервые сделано Шариф и 
Робертсом (ЗПагИ, КоБег{з, 19806) в связи $ установлением 
факта возрастания специфического связывания “Г-глутамата при 
последовательной отмывке выделяемых из мозга синаптических 
мембран. Из мозга крыс выделен дипептид М-ацетиласпартил- 
глутамат, ингибировавший связывание [.-`Н-глутамата с синапти- 
ческими мембранами (Гасзтек её а|., 1983). По предположению 
авторов выделенный дипептид может выполнять функцию нейро- 
медиатора в синапсах, ранее квалифицированных как глутамат- 
или аспартатергические. 

Нами были также найдены эндогенные пептиды, ингибирующие 
связывание 1.-3Н-глутамата с синаптическими мембранами, функ- 
ция которых пока не изучена (Городинский, Дамбинова, 1986). 

Поскольку изучение физико-химических свойств и первичной 
структуры выделенных нами пептидов представляет собой непро- 
стую задачу, то казалось целесообразным попытаться проанали- 
зировать влияние синтезированных пептидов, содержащих 
глутаминовую кислоту и сдвоенные производные глутамата, на ре- 


цепторное связывание [.-ЗН глутамата и на функцию глутамат- 
ных рецепторов. 


В табл. 6 представлены результаты 
синтезированных глутаматсодержащих дипептидов и пептидов, 
имеющих на С-конце пироглутамат, на рецепторное связывание 
Г-`Н-глутамата. Кроме того, нами были исследованы некоторые 
известные эндогенные пептиды опиоидного ряда (мет-энкефалин, 
лей-энкефалин, В-эндорфин). 

Как видно из табл. 6, наибольшей активностью обладал 
№-ацетилглицилглутамат (К; 

к остальным пептидам, в том 
М-ацетилглициласпартату, 
Действие пептидов, имею 


исследования влияния 


Этот результат не подтвердил имею 
(Дахсек е{ а!., 1983), 

экстракта мозга, эффек 
нейромедиатор, 


щиеся литературные данные 
в которых этот пептид, выделенный из 
тивно с большей активностью, чем сам 
вытеснял `меченый глутамат с участков связыва- 
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ирующие 
ми, функ: 
а, 1986). 
ервичной 
ой непро- 
троанали- 
‹ержащих 
‚та, на ре 
глутамат 


Таблица 6 


Ингибирование глутаматсодержащими пептидами 
рецепторного связывания 1-Н-глутамата 











Номер | ] Эффективность 
соеди- Химическая формула (Кь 
нения мкМ) 
О-В21 
1 | Н-Сш-Азр-ОН 70.0 
И | 7-А!а-С\а-ОН 58.0 
Ш | Ас-Азр-ОН Не эффективно 
Сщ-О-Е4 
ТУ | Ас-Азр-Сш-ОН Не эффективно 
У | Ас-С\у-@ш-ОН 4.8 
\1 | Ас-С1у-Азр-ОН 52.5 
Уп | рош-Н!з-Рго-ОМе 85.0 
УШ | раш-Н1з-Рго-МН» 60.3 
(тиролиберин) 
1Х | рош-Нз-Пр-ОМе 58.5 
(С-конец-люлиберина) 
Х | Туг-бш-С1у-Рве-Ме{-ОН Не эффективно 
(мет-энкефалин) 
Х! | Туг-@ш-@1у-Рие-Геи-ОН Не эффективно 
(лей-энкефалин) 
ХИ | В-эндорфин Не эффективно 








ния. С другой стороны, результаты наших исследований хорошо 
согласуются с данными, приведенными в сравнительно недавно 
опубликованной работе (В!\егоз её а|., 1984), в которой не были 
получены ожидаемые эффекты спаглуминовой кислоты. Авторы 
связывали этот факт с тем, что в указанных выше исследованиях 
имела место загрязненность фракции пептида эндогенным глута- 
матом, содержащимся в синапсах. С этими фактами согласуются 
результаты недавних исследований (Вачца, Раре, 1986), которые 
показали, что дипептиды, содержащие глутамат, не обладают 
повсеместным ингибирующим действием на связывание Г.-*Н-глу- 
тамата. 

Таким образом, оказалось, что простой скрининг известных 
коротких пептидов малоэффективен для изучения модуляторной 
роли процессов, происходящих в глутаматрецептивных синапсах. 
Для того чтобы создать соединения, направленно воздействующие 
на глутаматные рецепторы, необходимо было выяснить топохимию 
их активного центра. Анализ накопленных к настоящему моменту 
данных (Кудряшова и Др., 1987) позволил нам предположить, 
что наиболее эффективными аналогами глутамата должны быть 
соединения, содержащие глутамат и обладающие структурой 
со свободными карбоксигруппами на концах молекулы. 

В табл. 7 представлены структурные формулы сдвоенных 
производных глутаминовой кислоты, синтезированных Н. И. Куд- 
ряшовой. Как видно, наиболее эффективным соединением, способ- 
ным ингибировать рецепторное связывание Г.-°Н-глутамата, оказа- 
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тором между молекулами глутамата были 
Й ющей п=2. 
углеводородные цепочки с длиной, соответствующ 2. Актив. 
, сть этого сдвоенного производного более чем в 10 раз превышала 
НО! г 
действие остальных соединений. Вызывает также интерес высокая 
эффективность соединений, содержащих ароматические «мостики», 
которая возрастала по мере сближения остатков глутаминовой 
Кислоты. р 
По результатам биохимического тестирования этих соединений 
можно предположить наличие в комплексе мембраносвязанного 
глутаматного рецептора как минимум двух идентичных участков 
связывания, удаленных друг от друга на расстояние, приблизи- 
тельно соответствующее длине цепи: 


лось соединение, в ко 


—С— (СН) — С— 
| | 
[© [е) 

Отметим, что в этих исследованиях четко проявилась стерео- 
избирательность [.-изомера бис-глутамида янтарной кислоты (П) 
по сравнению с мезо-изомером (ПТ) (табл. 7). По-видимому, это 
связано с наибольшей биологической комплементарностью актив- 
ных групп лиганда с участками активного центра рецепторной 
молекулы. Такими активными группами в молекуле бис-глутамида 
янтарной кислоты могут оказаться карбоксильные группы. 

В связи со сказанным представляло существенный интерес 
исследование физиологических эффектов этих производных глута- 
мата т уйго (Маргулис и др., 1988). В качестве наиболее удобной 
модели для изучения функционирования глутаматных рецепторов 


Таблица 7 


Ингибирование сдвоенными производными глутаминовой кислоты 
рецепторного связывания ЗН-[-глутамата 








ов соон 
(СНз)з цы 
СН-МН—С-К—С-6мН—Сн 
соон би 
ом г Эффективность 
нения мкм) 
-: —СН.— 78.0 
1 — (СН) — 5 
ы — (СН2)›— [.-изомер 7.0 
у — (СН›).— 70.0 
сы —(СН») — 42.0 
а —(СН»)— 56.0 
УШ р—СеН5— Не эффективно 
т— СеН5— 105.0 
1х о— СьН;— 30.0 
Вых ечание. Все соединения, кроме ПШ, представлены мезо- 
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й > 
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а 
; Ма, 
м пре, были выбраны нейроны пресноводного моллюска роговой катушки, 
к ее которые, как было ранее показано (Гапон, Самойлова, 1982), 
ие «м м, обладают высокой чувствительностью к [.-глутамату. 
лу км М. Н. Маргулис и др. (1988) показали, что аппликация сдвоен- 
ыы ных производных глутаминовой кислоты вызывала деполяриза- 
ИХ с р цию мембраны нейронов, отвечавших на глутамат, и не вызывала 
анось М, никакого ответа у нейронов, не имеющих глутаматных рецепторов. 
ЧН ан, 
мч б 5 
‚ прибл, мВ 90 50 500 
а 5 } 1 -0.2 
$ 1 +! -0.6 
Илась стеры. -70м8 — |0.3мА - 1.0 
Кислоты (|| вто мА 
‚ИДИМому, -60м8 
гостью акти 
а 
рецепторня __ |198 _ | 9.9нй 1 
205 206 
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Рис. 9. Влияние [-глутамата 
(10-3 М) на физиологические ответы 
нейронов моллюска Р!апогБаг!из 
согпец$. 


а — действие [.-глутамата (стрелки) 
на величину трансмембранного потен- 
циала нейрона в педальном ганглии, 
6 — действие глутамата (стрелки) на 
фоне изменения трансмембранного 
тока; в — вольт-амперная характери- 
стика мембраны изолированных нейро- 
нов при аппликации 1.-глутамата в инку- 
бационную среду. По оси ординат — 
сила тока (нА); по оси абсцисс — на- 
пряжение (мВ). 


Рис. 10. Влияние сдвоенных про- 
изводных глутаминовой кислоты на 
физиологические ответы нейронов 
моллюска Р!апограг!1$ согпеиз. 


а — влияние некоторых производ- 
ных с различной длиной цепи = (СНз) „= 
на зависимый от дозы ответ ней- 
рона (трансмембранный потенциал): 
1— п=2 (1.-форма); 2 — п=2 (мезо- 
форма); 3 — п=1. По оси ординат — 
концентрация (моль); ло оси абсцисс — 
напряжение (мВ). б,в — изменение 
трансмембранного тока и вольт-ампер- 
ная характеристика мембраны нейрона 
при действии сдвоенного производного 
глутамата с п=2 (мезо-форма). 
(10-3 моль). Остальные обозначения, 
как на рис. 9, в. 
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Рис. 11. Представление данных в координатах Хилла, рассчитанных для взаи- 


модействия рецептора со сдвоенными производными Г-глутамата. 


1 — п=2 (Г-форма); 2 — п=2 (мезо-форма); 3 — п=1. По оси абсцисс — логарифм 





У 
концентрации веществ; ло оси ординат — величина 12 у ‚ где у — величина эффекта, 


\У — максимальный эффект. ы 


Различий в характере ответа на сдвоенные производные у выделен- 
ных нейронов и у нейронов в ганглии не наблюдалось. На рис. 9 
представлено дозо-зависимое действие для некоторых производ- 
ных с различной цепочкой — (СН>) — , независимо от длины кото- 
рой пороговые концентрации малоотличались между собой и были 
порядка 10° М. Наиболее выраженный эффект синтезированных 
соединений наблюдался при концентрациях 10“ — 10° М. 

При аппликации тестируемых соединений в условиях фиксации 
потенциала на мембране получены разные ответы (рис. 10, а) 
и вольт-амперные характеристики (рис. 10, в), вид которых 
позволяет предположить участие‘ в ответе ионов Са?+. 

График Хилла для глутамата'и наиболее активных соединений 
представлен на рис. 11, из которого следует, что коэффициент, 
свидетельствующий о кооперативности, для глутамата равен двум. 

Оценка эффективности сдвоенных производных глутамата в за- 
висимости от дискретной величины п в цепочке — (СН,)„ — была 
произведена по относительным изменениям проводимости при 
аппликации соединений на одном и том же препарате в однотип- 
ных условиях наблюдения. Полученные величины сведены 
в табл. 8, из которой видно, что наиболее активными соединениями 
оказались веществаси=2 и 8, в то время как сдвоенные производ- 
ныесп = 1% Зиб были менее активны. Результаты опытов с соедине- 
нием, у которого п=2 (бис-амид янтарной кислоты), демонстри- 

рует четкую стереоспецифичность влияния на усиление ионной 
проводимости в зависимости от наличия мезо- или [.-изомеров. 

Экспериментальные данные по физиологическому действию 
сдвоенных производных глутаминовой кислоты на нейроны мол- 
люска роговой катушки подтвердили ряд закономерностей, полу- 
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ченных нами ранее (Кудряшова 
и др., 1987). Так, для этих ве- 


ществ были продемонстриро- производных глутаминовой кислоты 
ваны конкурентные с 1.-ЗН-глу- (Маргулис и др., 1987) 
таматом взаимодействия за Величина цепи Г Величина 
участки связывания на синапти- — (СН?) активности 
ческих мембранах мозга крыс. | 0.380.03 
Поскольку также сдвоенные р 0.64-0.03 
производные оказались способ- Мезо-форма 

2 0.720.10 
ными активировать О-рецеп- же 
торы нейронов моллюска и уси- = 0.49-0.10 
ливать проницаемость ионов 4 0.42-0.05 
через мембрану, то, вероятно, 6 0.42-0.05 

8 1.00-=0.00 





Относительная активность сдвоенных 














Таблица 8 


исследуемые соединения можно 
отнести к классу агонистов глу- 
таматных рецепторов. 


Примечание. Величину активности 

Предполагаемое наличие рассчитывали по отношению к величине 
значительной химической КоОмМ- максимальной активности иринятой за 
ъ -глу- 

плементарности соединений единицу) сдвоенного производного [.-глу 


тамата с длиной цепи п=8. 
к «узнающим» участкам макро- 


молекулы глутаматного рецептора подтвержается и фактом 
стереоспецифичности влияния мезо- и [Г-форм (изомеров) глута- 
мата, входящих в производные с длиной цепочки п=2. Ранее 
(Гапон, Самойлова, 1982) было отмечено, что на нейроне мол- 
люска О-глутамат вызывал ответ в 2 раза слабее, чем [.-изомер. 
Таким образом, можно предположить, что активирующее действие 
производных глутаминовой кислоты тем сильнее, чем выше вероят- 
ность взаимодействия сразу двух.отрицательно заряженных групп 
остатков глутаминовой кислоты. 

Линейное возрастание числа п, т.е. длины цепочки — (СН>) — 
в связующем звене сдвоенных производных, дает нелинейное 
изменение активности веществ с характерным чередованием 
В возрастании активности для четных п и уменьшении для нечет- 
ных. Эти данные перекликаются с фактами, установленными 
для никотиновых холинорецепторов, исследованных с помощью 
бис-аммониевых соединений (Скок, 1985). Таким образом, рас- 
стояние между анионными зарядами активных групп агонистов 
оказалось весьма существенным и, вероятно, указывает, что 
в топохимию активного центра одной макромолекулы глутамат- 
ного рецептора входят несколько глутаматсвязывающих участков, 
повторяющихся с определенными интервалами. Наши предвари- 
тельные расчеты позволяют предположить их равными 8.0 нм. 


2.4. Классификация глутаматных рецепторов 


Согласно современным представлениям, большинство 
известных нейромедиаторов способно взаимодействовать более 
Чем с одним классом рецепторных макромолекул. Фактически ДлЯ 
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всех основных типов медиаторов (ацетилхолина, катехоламинов 
ГАМК и нейропептидов) признается к. ны 
структурных типов нейрорецепторов (Лоппзюп, ). Не состав. 
ляют исключения в этом плане и глутаматные рецепторы ЦНС. 
Сравнительно недавно это было подтверждено для рецепторного 
связывания глутамата. Предполагают, что множественность типов 
глутаматных рецепторов объясняется различием ‚физиологиче- 
ского ответа клетки в ответ на аппликацию нейромедиатора 
(Розег, Разо, 1984). 

Классификация основных типов глутаматных рецепторов была 
предложена на основании данных электрофизиологического иссле. 
дования по изучению действия наиболее широко известных анало- 
гов молекулы глутамата — аспартата, каината, квисквалата и 
1-гомоцистеината (Роз{ег, Еарб, 1984) (табл. 9). На основании 
взаимодействия рецепторов с этими производными были выделены 
3—4 типа рецепторов: 1) рецепторы М-метил-О-аспартата 
(ММРА), блокируемые Г-амино-4-фосфоновалериановой и 2-амино- 
5-фосфоногептаноевой кислотами или А,-рецепторы; 2) рецепторы 
квисквалата, блокируемые диэтиловым эфиром глутаминовой 
кислоты, или А,-рецепторы; 3) рецепторы каината: 4) рецепторы 
2-аминофосфономасляной кислоты (АРВ), блокаторами которых 
служат АРВ и а-аминоадипат или Аз-рецепторы. 

Следует сразу подчеркнуть, что приведенная классификация 
достаточно условна, в настоящее время не найден лиганд, селек- 


тивно связывающийся с одним из типов глутаматных рецепторов. 
В таблице 10 представлены суммарные данные, касающиеся 
этих типов рецепторов для кис 


лых возбуждающих аминокислот. 


Таблица 9 


Типы рецепторов кислых возбуждающих аминокислот (Розег, Раза, 1984) 


Аналоги 
1.-глутамата 









Типы глутаматных рецепторов 





















квисквалат каинат 1-АРВ 
ыы 1.-ММА, Квисквалат, Каинат, 1.-гомоцисте- 
инат 
О-ММА, виллардин, домоат 
иботенат АДСР, АМРА, 
Т-гомоцистеинат, Г--глутамат, 
-глутамат -аспартат 
Слабые аго- Квисквалат, ЕМА — ый 
нисты Г--глутамат, О-ММА, 
каинат иботенат, 
Антагонисты 1-АРУ, СО ЕЕ Зы 1--АРВ 
1-АРН а-)Э-аминоади- 
Десенситизация ых 
рецепторов $ 1: > =. 
Примечание. ММА — 


АДСР — цис-1-амино-1,3-дикарбоксн- 
1-АРН — 2- ами амиНо-4-фосфонобутират; ГДР 1--2-амино-5-фосфонова- 
и, АМРА — а-амино-3-окси-5-метил-4-изо- 


2) рецепторы 
глутаминовой 
; 4) рещетон 


орами кото 


классификаия 
 лиганд, 01° 





№ 


ы 


[о 








ых рещепто 
е, касаю 
х амино" 
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Таблица 10 


Структура кислых возбуждающих аминокислот и некоторых их аналогов 


(Еоз{ет, Еазз, 1984) 


Наименование и структура 


а-Аминокарбоновые кислоты 
ПСО В-лОН 
МН, 
а-Амино-с-сульфонилкарбоновые кис- 
лоты 
ВоВе О Ия ЗОН 
МН, 
а-Амино-с>-фосфонокарбоновые кислоты 
Арн РОН, 
МН, 
ею. 
МН, 


Гетероциклические аналоги: 
в: —СООН 


> —— с-сн, —сн-соон 


И 

м с мн 
к 2 

Мо “сн, 


Принятое название 





п= 1, аспартат 
п= 2, глутамат 
п = 3, а-аминоадипат 


п=1, цистеинат 
п= 2, гомоцистеинат 


п=2, 2-амино-4-фосфоно-бутират 
п= 3, 2-амино-5-фосфоно-валериат 


п= 5, 2-амино-7-фосфоно-гептанат 
серин-о-фосфат 


В= ее СН, Каинат 


СН, 
=-С=С-СН=СН-СН-СООН 
| | 
СН, СН, 
Домоат 
Квисквалат 
Иботенат 


а-Амино-3-окси-5-метил-4-изоксазол- 
пропионовая кислота 


Примечание. п-— количество групп —СН,-, В — функциональная группа. 


Большинство наиболее известных рецепторов [.-глутамата при- 
надлежит в настоящее время А, типу (Раде, 1985). Для этого 
типа рецепторов были описаны антагонисты, из которых наиболее 
избирательными оказались фосфоновые производные АР5 и АРУ. 
Другие типы рецептора (АЗ и АЗ) менее изучены по их фармаколо- 
гическим характеристикам (табл. 11). 


5 С.А. Дамбинова 
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4-глутамат 


ре сини: аффинности к аналогам глутамата, 
‹ } мах действия. Вместе с тем этот подход к иссле- 
дованию рецепторов, который можно сформулировать как путь 
«от функции рецептора к структуре», имеет пока существенные 
ограничения, так как не дает полного представления о структурных 
взаимоотношениях субъединиц рецептора, природе химических 
групп, составляющих узнающий и ионофорный участки рецептора. 
В этом случае необходимы биохимические исследования рецеп- 
тора, позволяющие выбрать иной подход «от структуры рецептора 
к его функции», который дает возможность установить природу и 
свойства этих. мембранных белков. 

В связи со сказанным возникает вопрос: существует ли прин- 
ципиальная возможность обобщить терминологию глутаматных 
рецепторов на основе изучения физико-химических свойств или 
вероятность классифицировать рецепторы глутамата по их струк- 
турной и анатомической локализации? Этот путь требует наличия 
специфических маркеров глутаматрецептивных путей в ЦНС. 
По-видимому, для преодоления неупорядоченности в терминологии 
глутаматных рецепторов требуется анализ молекулярных и имму- 
нохимических признаков основных типов нейрорецепторов глута- 
мата. 

Таким образом, можно заключить, что изучение молекулярных 
механизмов взаимодействия [.-глутамата и его структурных ана- 
логов с мембраносвязанными рецепторами находится пока в ста- 
дии накопления фактов. Не во всех случаях подверждается тра- 
диционная «трехточечная» схема структуры активного центра 
рецептора, особенно когда речь заходит об эндогенных ингиби- 
торах связывания [.-глутамата (Пиотровский, 1987). Дальнейший 
поиск структурных аналогов глутаматных рецепторов среди синте- 
зированных пептидов, по-видимому, может помочь в выяснении 
структуры активного центра и соответственно в создании лекар- 
ственных средств нового поколения, обладающих выраженным 
антиэпилептическим действием. Структурное и метаболическое 
родство аспарагиновой и глутаминовой кислот, которое проявляется 
в сходстве их физиологических эффектов на нейроны, позволяет 
рассматривать глутаматные и аспартатные рецепторы как идентич- 

ные структуры, различающиеся между собой лишь в топохимии 
Узнающего центра макромолекул. К настоящему времени в лите- 
ратуре обсуждают два вида рецепторных центров: аспартатные 
Участки, активируемые №-метил-Д-аспартатом (ММДА) и блоки- 
руемые а-аминоадипиновой (Д-аАА) или 2-амино-5-фосфоно- 
валериановой кислотой (АРУ), и глутаматные участки, активи- 
руемые квискваловой кислотой и ингибируемые диэтиловым эфн- 
ром глутаминовой кислоты (ДЭЭГ). Как считают Крышталь и др. 
(1986), существуют ММДА и не ММДА-рецепторы, которые со- 
ответствуют этим рецепторным типам участков связывания нейро- 
медиатора. Между тем становится ясным, что отнесение того или 
ИНОГО синапса к числу глутамат- и аспартатчувствительных тре- 
бует большой осторожности, так как для этого необходимы допол- 
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нительные сведения, касающиеся природы некоторых функци. 
нальных групп, входящихвструктуру узнающего центра рецепторов, 

Как видно из результатов наших исследований, кинетические 
параметры для рецепторного связывания Г-`Н-глутамата соответ. 
ствуют моделям для одного типа участков связывания. С другой 
стороны, выявлены глутаматсвязывающие участки, имеющие 
иные кинетические зависимости, которые можно отнести к участ. 
кам поглощения и транспорта нейромедиатора. 

Проведенный нами анализ взаимодействия глутамата с синап- 
тическими мембранами в присутствии известных агонистов и анта- 
гонистов обнаружил следующие закономерности: наиболее эффек- 
тивным ингибирующим действием обладали квисквалат и АРУ, 
в то время как ММДА, каиновая кислота и диэтиловый эфир глута- 
миновой кислоты практически не влияли на этот процесс. Оче- 
видно, указанный тип рецепторного связывания [.-глутамата 
соответствует смешанному типу глутаматных рецепторов. 

Полагают, что активный центр глутаматных рецепторов содер- 
жит две катионные и одну анионную функциональные группы, 
способные взаимодействовать с реакционноспособными груп- 
пировками самого нейромедиатора. Исходя из общих теорети- 
ческих положений о реакционной способности глутамата сходные 
механизмы взаимодействия должны наблюдаться как для глута- 
матных рецепторов, глутаматутилизирующих ферментов, так и для 
глутаматтранспортных систем на мембране. Однако хорошо 
известно, то существуют химические соединения, которые изби- 
рательно действуют на эти разные процессы. С другой стороны, 
учет расстояний между а-аминогруппой и =-карбоксилом нередко 
приводит к малоэффективному поиску новых аналогов, специфи- 
чески конкурирующих с нейромедиатором за участки связывания 
на молекуле рецептора. Возможно, что учитываемое расстояние 
между атомом азота и одним из атомов кислорода на =-карбоксиль- 
Ной группе, равное 5.4 нм, не имеет столь существенного значения 
для проявления избирательности действия агонистов и анта- 
гонистов рецептора. 


сходя из теоретического расчета в топохимии активного 
центра глутаматного 
положительно заряже 


ные соответствую щим 


: цепочкой меж вумя остат- 
ками [.-глутаминовой кислоты — (СНь) к 
п 


ых групп могло взаимодей- 
ром рецептора. 
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Наши предварительные расчеты расстояния между функцио- 
нально значимыми группами совпадают с данными, полученными 
для никотиновых холинорецепторов, которые изучали с помощью 
бис-аммониевых соединений. Аналогичные расчеты, проведенные 
В. И. Скоком (1985), показали, что наиболее вероятные расстоя- 
ния, определяемые между положительно заряженными группами 
самих бис-аммониевых соединений в устойчивой конформации 
колеблется в пределах 12.0 и 21.0 нм. Интересно отметить, что 
локализация возможных мест связывания этих производных 
на холинорецепторе соответствует отрицательно заряженным 
участкам узнающего центра молекулы рецептора, находящимся 
также на расстоянии около 8.0 нм. 








ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ 
И ИММУНОХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ГЛУТАМАТСВЯЗЫВАЮЩИХ МЕМБРАННЫХ 
БЕЛКОВ ГОЛОВНОГО МОЗГА 


3.1. Глутаматсвязывающая активность 
выделенных и очищенных препаратов 
синаптических мембранных белков 


Одним из доказательств отличия хеморецепторных процессов 
от других систем клетки, которые утилизируют или транспорти- 

й ах, являются данные, касающиеся 
характеристики очищенных рецепторных белков. В литературе уже 
описаны удачные попытки выделения глутаматсвязывающих 
мембранных белков с помощью самого нейромедиатора (Мисвае$ 
еЁ а|., 1975, 1979; ЕНЫп еЁ а|., 1980). Появились ПОПЫТКИ ИСПОЛЬ- 
зовать для этой цели агонисты Г.-глутамата и природные нейро- 
токсины (Ташмухамедов и др., 1973; Коза, 1985). Последо- 


Другой подход для выд 
Физер де Плаза и Де Робер 


лось метилглутаминовой кислот. 
эфиром глутаминовой кислоты 
пока неясно, являютс 
для глутамата. 
более поздних работах г 
1984а) были оп 
белка из гол 


14 кд, РТ — 4.7, Кд — 0.87 


выделенному из мозга крыс. В полном соответ- 
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ствии с результатами предыдущих исследований он характеризо- 
вался наличием в активном центре рецептора группы Ее›5. и зна- 
чительным (до 20%) содержанием углеводов. Коэффициенты 
седиментации диссоциированной и ассоциированной формы рецеп- 
тора колебались от 2.1 до 3.5 $ в присутствии избытка [.-глутамата. 
Авторы предположили, что глутаматный рецептор имеет олигомер- 
ную структуру и состоит из двух или четырех субъединиц, связан- 
ных между собой дисульфидными связями. 

В табл. 13 даны сравнительные данные, касающиеся некоторых 
физико-химических параметров, известных к настоящему времени 
для холинорецепторов (Спапбеицх ейа|., 1980; Адатз, 1981; $4гона, 
Мооге, 1985) и глутаматных рецепторов (М!сВае$ е# а|., 1984; 
Ташмухамедов и др., 1985). 

Как видно из таблицы, многие характеристики глутаматных 
рецепторов нуждаются в дополнительных исследованиях. Вместе 
с тем даже на основании этих предварительных данных можно 
выявить ряд общих закономерностей в структурной организации 
рецепторных комплексов. Так, легко видеть, что глутаматные 
рецепторы представляют собой сложные олигомеры, минимальной 
функциональной единицей которых, возможно, является тетрамер. 
Молекулярная масса тетрамерных субъединиц глутаматных рецеп- 
торов является сравнительно небольшой по сравнению с.холино- 
рецептором. С другой стороны, изоэлектрические точки их белко- 
вых компонентов сравнительно близки, как и содержание углевод- 
ных и липидных компонентов. 

Обращает внимание, что установление первичной последова- 

тельности аминокислот всех четырех субъединиц холинорецептора 
указывает на значительную гомологию между составляющими его 
полипептидами (КаЦегу е# а|., 1980). Тот факт, что даже после 
активного протеолитического воздействия рецепторы ацетил- 
холина продолжают функционировать, свидетельствует о значи- 
тельной агрегации субъединиц, формирующих ионный канал 
(Нисро е{ а1., 1986). При изучении высокоаффинного связывания 
с агонистами и антагонистами для холинорецептора было пока- 
зано, что наибольший вклад в формирование узнающих центров 
рецепторной макромолекулы вносит а-субъединица, в то время как 
неконкурентные блокаторы ионного канала связываются преиму- 
щественно с а-субъединицей (Не!етапп, Свапвецех, 1978; К1зМег 
е{ а|., 1982). хе 

Наиболее полную картину структурной организации холино- 
рецепторов позволили получить, методы рассеяния неитронов 
и дифракции рентгеновских лучей, а также электронная микро- 
скопия высокого разрешения (НисНо её а1., 1986). На основании 

этих данных была представлена теоретическая модель холино- 
рецепторного комплекса (рис. 12). 
Для изучения молекулярных характеристик изолированных 
рецепторов Т.-глутамата, к сожалению, не существовало таких 
благоприятных предпосылок, как в случае с никотиновыми холино- 
Рецепторами (нХР). Первые эксперименты по использованию гру- 
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лица |3 
го ре 
Физико-химические свойства холинорецептора и глутаматного рецептора 
Холинорецептор Глутаматный 
(никотиновый) рецептор 
Параметры м. тетра- в 
мономер димер мер мер мер 
т 
= 7 к 
Молекулярная масса 250 кД 500 кД 14 кД 2% 263 кД 
Коэффициент седимен- =. 
ани 9 13 : 3.5 
Стоксовский радиус 7 нм 9 нм — — = 
Радиус (по методу 
нейтронной дифрак- 
ЦИИ в 4.6 нм 
Изоэлектрическая 
дона 4.9 4.9 4.7 4.7 4.7 
Стехиометрия субъе- 
диничного состава а>Вуб а2В%6-$-$- — — 
а2Вуб 
Молекулярная масса 
субъединиц . а —40 кД а — 14 кД 
В— 50 кД В— 18 кД 
7 — 60 кд *— 32 кД 
$ — 65 кКД 
Константа свя- 
зывания 
с нейротокси- 
нами. . . 8 нМ /мг 8 нМ/мг = == — 
Константа связыва- 
ния 
с нейромедиатором 
мембраносвязанного 
роцептоВа, . 8 нНМ/мг | 8 нМ/мг |8.6 нМ/мн| — [10.0 нНМ/мн 
солюбилизирован- 
ного рецептора 80 нМм/мг |800 нМ/мг| — 1000 нМ/мг 
Углеводный состав 4—7 % всех субъединиц | 20 % (глюкоза, манноза, галак- 
(глюкозамин, манноза, |  тоза, №-ацетилглюкозамин) 
глюкоза, галактоза 
сиаловая кислота) 








бых фракций нейротоксинов, выделенных из яда пауков, для 
очистки глутаматных рецепторов не нашли пока распространения 
(Ташмухамедов и др., 


1983; Кама! е| а|., 1984). Это связано с от- 
сутствием достаточных количеств очи 


щенных фракций нейро- 
токсинов, необходимых для препаративного выделения глутамат- 
связывающих белков. Поэтому до сих пор основными критериями 
выделения и очистки глутаматсвязывающих мембранных белков 
по-прежнему остаются параметры радиолигандного связывания 
белков с самим нейромедиатором и / или его аналогами (Дамби- 
нова, Беседин, 1982). Так, нами было показано, что при солюбили- 
зации общей фракции мембранных белков в присутствии тритон 
Х-100 было выявлено, что повышение его концентрации от 0.6 до 
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р т 12. Схема пространственной организации н-холинорецептора (по: Ниспо 
е{ а|., 1986). 


1.2 % существенно не влияет на выход растворимых белков. При 
использовании 0.5 % дезоксихолата натрия «снималось» около 
45—50 % синаптических белков. Наиболее оптимальным оказа- 
лось использование для солюбилизации дезоксихолата натрия. 
Предварительные эксперименты показали, что эти детергенты 
удаляли практически всю глутаматсвязывающую активность 
с плазматических синаптических мембран, что свидетельствовало 
о вероятности близкого расположения глутаматузнающих рецеп- 
торных компонентов на поверхности мембраны (Дамбинова и др., 
1984). 

Фракционирование солюбилизированных тотальных синапти- 
ческих белков в градиенте глицерина 5—15 % выявило три основ- 
ных пика, причем наибольший процент связывания радиоактив- 
ного глутамата соответствовал низкомолекулярной зоне градиента 
в области 60—12 кДа. Преинкубация синаптических белков с из- 
бытком немеченого глутамата перед центрифугированием в гради- 
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енте глицерина сдвигала зону радиоактивности в легкую Область 


градиента, что свидетельствовало в пользу специфичности связы. 
вания радиоактивного глутамата с солюбилизированными бел. 
ками. 

На рис. 13 представлены профили элюции низкомолекулярных 
мембранных белков через глутаматсефарозу. Видно, что первый 
пик соответствует мембранным белкам, не связавшимся на сор- 
бенте, в то время как второй пик снимается при повышенной 
ионной силе. Это свидетельствует о сродстве фракции мембранных 
белков к глутамату. Поскольку присоединение глутамата к сефа- 
розе идет через аминогруппы и связывающие участки нейро- 
медиатора хорошо доступны для рецептора, то можно предпола- 
гать, что сохранение карбоксильных групп на «пришитой» моле- 
куле глутамата играет важную роль во взаимодействии ней- 
ромедиатора с «узнающим» центром рецепторной макромоле- 
кулы. 

Следующий этап очистки белков, обладающих сродством 
к глутамату, проводили на КонА-агарозе (рис. 14). Выделенные 
глутаматсвязывающие белки сорбировали на КонА-агарозе и 
элюировали в присутствии 0.5 % раствора М-метил-а-маннопира- 
нозида. КонА-растительный лектин связывался обычно с углевод- 
ными группировками белковых молекул, следовательно, анализи- 
руемая фракция мембранных белков представляла собой глико- 
протеин. Эти результаты подтверждают данные Михаэлиса 


(МуспаеЦ5, 1975, 1979) о гликопротеиновой природе глутаматсвя- 
зывающих мембранных белков. 








и Езво 
0.5м Масту 7м МСЪ | 1м №65 
0.5 | 2мМ Трис- НСТ рН 7.4 а о 
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Рис. 13. Аффинная хроматография 
на глутамат-сефарозе 4В низкомолеку- 
лярной фракции синаптических мемб- 
ранных белков. 


Стрелка — момент повышения ионной 
силы элюирующего буфера. По оси аб- 
сцисс — номер фракции; по оси ординат — 
величина экстинции при длине волны 280 нм. 
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Рис. 14. Аффинная хроматография 
на конканавалин А-агарозе глутамат- 
связывающей фракции белков. 


Стрелка — момент смены элюирующего 
буфера на 0.5 % а-метилманнопиранозид 
содержащий буфер (а-м). По оси абсцисс — 
номер факции; по оси ординат — величина 
Экстинции при длине волны 280 нм. 
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Исследование глутаматсвязывающей активности выделенных 
после аффинной хроматографии мембранных белков показало, что 
на последней стадии очистки связывание белковых фракций 
возрастало в более чем 500 раз по сравнению с глутаматсвязы- 
ваюшей активностью исходных тотальных фракций синаптических 
белков. Анализ электрофоретической подвижности очищенных 
двуступенчатой хроматографией белковых фракций в денатури- 
рующих и нативных условиях (Дамбинова, Беседин, 1982) пока- 
зал, что ГМБ имеют молекулярную массу в области 56—60 кДа, 
а при электрофорезе в присутствии додецилсульфата натрия эта 
фракция имела сравнительно гомогенный пик в области 14 кДа. 

Для того чтобы выяснить вопрос о компонентном составе 
белковых фракций ГМБ, мы провели разделение ГМБ на колонках 
Т5К-3000 с помощью высокоэффективной жидкостной хроматогра- 
фии. Оказалось, что ГМБ легко образует олигомеры разной моле- 
кулярной массы. Однако, как выяснилось, олигомеризация белко- 
вых фракций имеет свои закономерности: при изменении рН элюи- 
рующего буфера можно было добиться перераспределения белко- 

вых пиков на хроматограммах, причем сдвиг происходил как 
в высокомолекулярную область (при нейтральных рН), так и 
в низкомолекулярную зону (при кислых рН) (Дамбинова и др., 
1987а). Спектр белковых компонентов, содержащихся в очищен- 
ном препарате ГМБ, можно разделить на высокомолекулярные 
и низкомолекулярные фракции, соответствующие по молекуляр- 
ным массам 119, 54 и 14 кДа. Определение глутаматсвязываю- 
шей активности в каждой фракции свидетельствует о том, что 
все они обладают высоким сродством к Г.-ЗН-глутамату. Возможно, 
что высокомолекулярные компоненты представляют собой олиго- 
меры из субъединиц, имеющих массу 14 кДа, так как их пред- 
полагаемые молекулярные массы кратны 4 и 8 субъединицам ГМБ 


(Дамбинова и др., 1987а). 

В последние годы появились сообщения, подтверждающие 
предположение о том, что нативный глутаматный рецептор суще- 
ствует внутри синаптической мембраны в агрегированном состоя- 
нии. Предполагают, что выделенная при солюбилизации фракция 
глутаматсвязывающих мембранных белков (ГМБ) с молекуляр- 
ной массой 13.8 кДа является только фрагментом (субъединицей) 
полного хеморецепторного комплекса. Эти выводы сделаны на 
основании измерений молекулярного размера участков синапти- 
ческих мембран, специфически связывающих [-глутамат и кви- 
т методом радиационной инактивации (Ваг@зеу её а1., 

}. 

Так, в работе Хонора и Нильсона (Нопоге, Мее]зеп, 1985) 
с помощью линейного ускорителя электронов облучали предвари- 
тельно замороженные синаптические мембраны. Было обнаружено, 
что оттаявшие после замораживания синаптические мембраны 
содержат глутаматсвязывающий участок с молекулярной массой 

(75-13) кДа в отсутствие Г-глутамата и в присутствии нейро- 
медиатора — (26334) кДа. Возрастание молекулярной массы 
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в присутствии |-глутамата предполагает ВОЗМОЖНОСТЬ спонта,. 


ного соединения рецепторных субъединиц Е Участка 
и натриевых каналов). Авторы на основании этой работы делакт 
вывод, что молекулярные размеры различных типов глутаматного 
рецептора близки между собой или что при использовании [-глу. 
тамата в качестве субстрата методом радиационной инактивации 
измеряется размер рецепторов только одного типа, а именно 
1-АРВ (а-аминофосфономасляные глутаматные рецепторы). 
При исследовании другого типа глутаматных рецепторов — 
квисквалатных (Нопоге, Мее|зеп, 1985) использовали радиоак- 
тивный а-амино-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионат (ЗН. 
АМРА). При облучении замороженных синаптических мембран 
электронами высокой энергии (доза 0—20 трад) обнаружили 
двуступенчатую инактивацию рецептора, которая происходит за 
счет деструкции высокомолекулярного модуляторного участка 
макромолекулы рецептора. Авторы полагают, что молекулярная 
масса полного квисквалат-чувствительного хеморецепторного 
комплекса составляет 155 кДа. На основании этих результатов 
предполагается, что функционирование исследованных подтипов 
глутаматных рецепторов регулируется с помощью высокомолеку- 
лярных субъединиц, которые являются посредниками, отвечаю- 


щими на различные регулирующие факторы. 
Полученные данн 


кие — с регуляцией, опосредованной через систему циклических 
нуклеотидов и других модуляторов. 
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Рис. 15. Связывание 1.-Н-глутамата с очищенными фракциями глутамат- 
связывающих мембранных белков (данные представлены в координатах Скэтчарда). 


Остальные обозначения как на рис. 5,6. 


также возрастала при понижении окружающей температуры: 
время полуинактивации при О—--4 °С составляло около 36—48 ч. 
Для выяснения параметров связывания 1.-3Н-глутамата с низ- 
комолекулярной фракцией солюбилизированного рецептора были 
использованы условия инкубации, аналогичные для связывания 
с синаптическими мембранами. Оказалось, что в этих условиях 
насыщение связывающих участков при низких концентрациях 
1.ЗН-глутамата не достигалось. В связи с этим были использованы 
более высокие концентрации связывающегося лиганда. Связы- 
вание радиоактивного глутамата с очищенными ГМБ зависело 
от концентрации 1.-глутамата. По данным В. И. Беседина (1987) 
насыщение глутаматсвязывающих участков происходило при кон- 
центрации 1 мМ глутамата. Анализ данных в координатах Скэт- 
чарда на линейном участке связывания свидетельствовал о нали- 
чии однородной популяции глутаматсвязывающих участков 
с Кд 800—1000 нМ и Выксе. 280—300 пмоль / мг белка (рис. 15). 
Как было нами ранее показано, в мембраносвязанной форме 
глутаматсвязывающие рецепторные участки имели следующие 
параметры: Кд 180—200 НМ и Вук 2.5—4.5 пмоль/мг белка. 
Легко видеть, что после солюбилизации глутаматного рецептора 
из синаптических мембран характер связывания нейромедиатора 
резко изменяется. Подобный эффект наблюдали Михаэлис и соавт. 
(Мснае!13 е{ а1., 1981а) , которые показали, что Кд для очищенного 
рецепторного белка, связывающего глутамат, колебалось в преде- 
лах 650—800 нМ, в то время как мембраносвязанный рецептор 
имел Кд около 200—300 нМ. Авторы предположили, что такое 
снижение сродства медиатора к рецептору обусловлено, по-види- 
мому, изменением микроокружения белка, в частности наруше- 
нием белок-липидного взаимодействия. С нашей точки зрения, 
в подобный эффект может вносить вклад также нарушение стехио- 
метрии субъединиц рецептора и их пространственной организации 
в ходе выделения и очистки: 


Определение величины Кд для очищенного препарата ГМБ 
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служит не только для выявления соотношения между Концентра. 
цией 1.?Н-глутамата и связывающей функцией рецептора, 
Очевидно, что изучение этой величины для очищенного препа ата 
ГМБ в присутствии фактора ингибирующего связывание (ФИС 
Г.-3Н-глутамата (Городинский, Дамбинова, 1986) позволит Судить 
о механизме реакции насыщения узнающих участков рецептора 
и процессах их активирования. В этом случае при, определении 
Кд для ФИС мы поддерживали концентрацию [.- Н-глутамата 
на уровне насыщения и измеряли влияние концентрации ФИС 
на кинетику связывания радиоактивного глутамата. 

На рис. 16 представлены графики Скэтчарда для связывания 
Г.-ЗН-глутамата с очищенными фракциями ГМБ в присутствии 
ФИС, выделенного нами ранее (Городинский, Дамбинова. 1986). 
Оказалось, что в присутствии разных концентраций ФИС К); 
резко изменяется в сторону снижения сродства нейромедиатора 
к рецептору. Обратимое ингибирование, которое мы наблюдали 
для ФИС, можно, по-видимому, отнести к процессу конкурентного 
ингибирования, так как увеличение концентрации Г-глутамата 
в инкубационной среде влияло на реакцию связывания ФИС 
с ГМБ. Очевидно, ФИС и 1.--глутамат конкурируют за одни и те же 
участки связывания, которые находятся в активном центре макро- 
молекулы рецептора. В этом случае, как было показано, степень 
ингибирования связывания 1--ЗН-глутамата зависит не от абсолют- 


ной концентрации ФИС, а от соотношения концентраций Г.-ЗН-глу- 
тамата и ФИС. Так, например, выяснилось, что при соотношении 
концентраций ФИС и Г--глутамата 50:1 реакция связывания инги- 
бировалась на 50 % независимо от абсолютных концентраций 
этих компонентов. 


Полученные данные позволяют рассчитать К, для фиксиро- 
ванной концентрации [.-”Н-глутамата и ГМБ, соответствующей 
50 % насыщения. Для ФИС К, 


=0.58 мкг/мл. 
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Рис. 16. Связывание 1--3Н-глутамата с 
ающих мембранных белков (коо| 
концентраций фактора, и 


1 — контроль; 2 — 10 мкг; 3 — 20 мкг; 
обозначения, как на рис. 5, 6. 
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4 — 30 мкг в инкубационной среде. Остальные 
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Ого п це, 
‘Вань № } Е Таблица 14 
ЗВ ие , Связывание 1-`Н-глутамата с очищенными фракциями ГМБ в присутствии 
Олит | известных аналогов |-глутамата 
И о | а ОаЕ у Ингибирование 
ЗН еде. репар Агонисты Кл, мкМ от о 
`Глу | 
т 
НТраци к Очищенные фракции ГМБ из | ММОА 0.85 
я И головного мозга крысы Квисквалат 0.43 
ТЯ 1-АРУ 0.32 
Е СВЯзы ФИС 0.08 
5 Прие [.--глутамат 0.80 
а 
ЦИ 
г й ФИС „Помимо ФИС конкурентными ингибиторами связывания 
Ромедиати 1.-3Н-глутамата с очищенными фракциями ГМБ оказались извест- 
тЫ наблюдал ные агонисты Г-глутамата, такие как ММДА квисквалат и АРУ 
конкурентих (аминофосфоновалериановая кислота). В табл. 14 представлены 
| 1.-глутамат значения Кд для этих соединений. 
ывания ФИ Из таблицы видно, что наиболее эффективным конкурентным 


действием, ингибирующим связывание радиоактивного глутамата 


а одни итеж Е 
с очищенными препаратами ГМБ, оказался ФИС, выделенный 


центре макро- в 
а зано, степев нами ранее из элюата синаптических мембран (Городинский, 
. Дамбинова, 1986). Установление природы ФИС в последующих 
не от абеолот исследованиях позволит сделать вывод о строении каталити- 
ций [.-Н-м} ческого центра глутаматного рецептора, который, по-видимому, 
соотношений должен быть комплементарным, наиболее эффективным агонистам 
зывания ИН"! молекулы Г.-глутамата. 
концентраши! С другой стороны, несомненный интерес исследователей 
должны вызывать аналоги глутаминовой кислоты или природные 
фиксиРе соединения, обладающие неконкурентным ингибирующим дей- 
для у ствием на связывание [.-3Н-глутамата. В качестве одного из таких 
тветст возможных ингибиторов нами были исследованы некоторые фрак- 


ции яда паука Аго1ора |оБа\а,* известные своим блокирующим 
действием только на Ма-зависимые ионные каналы, управляемые 
[-глутаматом, а не на глутаматузнающие участки в нервно-мы- 
шечных синапсах насекомых (Озвегмоо4 её а1., 1984). Для фер- 
ментов неконкурентное ингибирование отличается от конкурент- 
ного тем, что оно не может быть ослаблено или устранено увеличе- 
нием концентрации субстрата. Поэтому предполагают, что при 
неконкурентном ингибировании ингибитор связывается с фермен- 
ся от активного центра. 
пторного связывания 1.-3Н-глутамата 
с очищенными препаратами ГМБ мы наблюдали аналогичные 
закономерности. Так, очищенные фракции аргиопина оказались 
способными ингибировать специфическое связывание радиоактив- 


том на участке, отличающем 
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Таблица 15 


ЗН-глутамата субфракций 











Количество Молекулярная Связывание, 
Материал в пробе, масса, % от 
мкг Да контроля 

Интактный яд 10 500—500 000 60 
Аргиопин 25 636 96 
Субфракции: 
Арг-1 - 25 106 
Арг-1-2 25 2000 2 
Арг-2-ТУ 12.5 56 
Арг-2-У 12.5 3000—4000 73 
Арг-2-УП 12.5 Та же 71 
Арг-2-УШ 12.5 » 73 
Аг|-6 12.5 » 69 
Аг|-8 12.5 > 68 
Аг|-5 12.5 » 101 











паука рецепторного связывания [.-3Н-глутамата с синаптическими 
мембранами, что свидетельствует в пользу гипотезы о том, что 
в составе яда паука имеются фракции, обладающие полифункцио- 
нальным действием, которые способны эффективно блокировать 
как ионофорную, так и связывающую функции глутаматных 
рецепторов у насекомых. 

Из приведенных данных становится ясным, что в настоящее 
время наиболее эффективным природным блокатором ионофорной 
функции глутаматных рецепторов является аргиопин. Создается 
впечатление, что узнающие функции рецептора регулируются 
эндогенным ФИС, который обладает, как выяснилось впослед- 
ствии, противосудорожным действием (Беседин, 1987). 

Поиск новых пептидных соединений, специфически ингибирую- 
щих функцию глутаматрецептивных синапсов головного мозга, 
может оказаться эффективным для создания нового класса 
антиэпилептических средств. Результаты наших исследований 
по конкурентному и неконкурентному ингибированию специфи- 
ческого связывания [.-3Н-глутамата с очищенными препаратами 
ГМБ позволяют отнести изолированные ГМБ мозга крыс к сме- 
шанному типу АРУ-квисквалатных рецепторов. Эти данные 
хорошо согласуются с фактами о широком распространении этих 
типов рецепторов глутамата в коре больших полушарий голов- 
ного мозга крыс (Базе, 1985). 


3.2. Химический состав и кДНК, мо 
синтез глутаматсвязывающих мембранных белков 


Для описания структурной и а и 
ГЛутаматных рецепторов головного мозга нео ме т 
НИе химического состава компонентов, составляющ р 

Кулу рецептора. 
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Необходимо отметить, что исследование химического 
очищенных препаратов ГМБ представляло собой не 
задачу: гидрофобные белки легко ассоциировали с образование 
крупных конгломератов, обычно денатурировали при Резко 
изменении температуры и рН буфера и оказались практически 
нерастворимыми после лиофилизации или замораживания_ 
оттаивания. Для того чтобы избежать указанных трудностей, 
анализ выделенных фракций ГМБ проводили при + 4 °С в рабочих 
буферах, содержащих 0.01 М дезоксихолат натрия. 


Гомогенность выделенных фракций ГМБ контролировали с по- 
мощью метода изоэлектрофокусирования, позволяющего увидеть 
незначительные примеси чужеродных компонентов. Как оказалось, 
низкомолекулярная фракция ГМБ содержала белковую полосу, 
соответствующую изоэлектрической точке рН 4.7. 

Другим критерием гомогенности выделенного препарата ГМБ 
является определение М-концевой аминокислоты. Мы попытались 
определить ее с помощью дансилхлоридного метода по Грею 
и Хартли (Сгау, Наг@еу, 1971). Исследование дансильных произ- 
водных аминокислот методом тонкослойной хроматографии на 
полиамидных пластинах до и после гидролиза ГМБ обнаружило, 
что на М-концевом участке белка, по-видимому, находится 
тирозин. Полученные нами результаты подтвердили ранее описан- 
ные данные Михаэлиса и соавт. (МеВаез её а|., 1981а). 

В табл. 16 и 17 представлен химический состав: липиды и 
аминокислоты очищенных ГМБ (Дамбинова, Беседин, 1984). 
Среди идентифицированных липидов, экстрагируемых из глико- 


протеидлипидных комплексов рецептора, были обнаружены холе- 
стерин и фосфолипиды. 


Большинство фосфолипидов приходится 
на фосфатидилэтаноламин, фосфатидилсерин, фосфатидилхолин. 
Остальные липиды содержатся в незначительных количествах 
(см. табл. 16). 

Следует отметить, что в состав очищенных препаратов ГМБ 
могут входить фракции пептидов, обладающих высоким срод- 
ством к глутаматному рецептору (Дамбинова и др., 1984а). Одна 


Таблица 16 
еских мембран и солюбилизированного глутаматного 


“остава 
Простук, 


Химический состав синаптич 
рецептора 








Содержание 





Соотношение 
Фракции липида, мг Основные фосфолипид/ 
на | мг белка липиды холестерин, 
моль/моль 
Синаптические мембраны 1) Х, ФХ, ФС, ТГ, СФ 1.3 
Солюбилизированный и 09 ФЭ, Фх Хх ° 17 
очищенный глутамат- - . у 
ный рецептор 
Примечание. ФХ — фосфатидилхолин, ФЭ — фосфатидилэтаноламин, СФ — 
сфингимиелин, Х — холестери 


н, ТГ — триглицерин, ФС — фосфатндилсерин. 
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Таблица 17а 
Аминокислотный состав очищенного глутаматсвязывающего белка, 
выделенного из синаптических мембран коры головного мозга крыс 

















Число Число Число 
Амино- остатков Амино- остатков Амино- остатков 
кислоты на | остаток кислоты на | остаток кислоты на 1 оста- 
серина серина ток серина 
—- 
Асп 3.8 Иле 5.8 ксипролин $ 1.2 
Тре 2.1 Леи 6.5 Тир 3.0 
Сер 1.0 Фен У.2 ри 6.0 
Глу 4.3 Гис 2.8 ис 1.2 
Гли 4.5 Лиз 5.0 -Метил- 2-1 
ГИСТиДин 
Ала 4.4 Арг 1.2 
Вал 6.3 Про 1.3 














из этих фракций, специфически ингибирующая связывание Г.-глу- 
тамата с синаптическими мембранами, обнаруживалась в составе 
ГМБ, прошедшего все стадии очистки, включая высокоэффектив- 
ную жидкостную хроматографию. Удаление «примесных» пептидов 
с белковой фракции требует специальных приемов осаждения 
и промывки препарата ГМБ. 

Данные по определению аминокислотного состава ГМБ были 
нами использованы при расчете формы и конформации глута- 
матного рецептора (Дамбинова, Хромов-Борисов, 1983), основан- 
ного на сопоставлении объемов полярных и неполярных амино- 
кислотных остатков. 

Впервые наличие связи формы белковой глобулы от амино- 
кислотного состава было предложено Ваугом (\аией, 1954). 
Согласно этой гипотезе, белковая глобула в водном окружении 
обладает наибольшей термодинамической стабильностью в такой 
конформации, при которой входящие в состав молекулы полярные 
аминокислотные остатки (АО) находятся на внешней поверхности 
макромолекулы, а неполярные АО — внутри белковой глобулы. 
Впоследствии это предположение было подтверждено при иссле- 
довании миоглобина (Кепагех, 1963) и фермента глутамат- 
дегидрогеназы (Е!зНег, @го$$, 1964а). На основании этого был 
предложен теоретический расчет формы и конформации белковых 
макромолекул путем сопоставления объемов полярных (И, ) и непо- 
лярных (У) АО (Е1зНег, 1964). Этот метод позднее был успешно 
применен для анализа структуры никотинового холинорецептора 
(Хромов-Борисов, 1975). Мы попытались использовать метод 
Фишера для изучения формы и пространственной организации 
глутаматных рецепторов Ц 

В табл. 17 представлены результаты определения аминокис- 
лотного состава ГМБ, разделенного на полярные и неполярные 
аминокислотные остатки (АО). Молекулярные объемы амино- 
кислотных остатков (Удо)› суммарные значения объема полярных 

Оиих массы (соответственно У. И М.) и те же величины для 


ы 83 

















Асп 
Тре 
Сер 
Глу 
Гис 

Лиз 
Арг 
Тир 


Цис-Н 

Мет-Гис 

В одной молекуле 
глутаматного 
рецептора 


со 


=момоюьшь-. 


2 


сл 





Полярные аминокислоты 


уммарное значение 


Ило Число 
(теотети- | Мло | АО ! 
ческое) 


С. 


253.5 
146.4 
53.4 
358.6 
55.7 
505.5 
124.8 
348.6 
78.1 
76.0 
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Таблица 176 


Неполярные аминокислоты 






Уло 
(теорети- 
ческое) 








36.1 57 4.5 162.5 256.5 
53.2 71 4.4 234.1 312.4 
83.9 99 6.3 528.6 623.7 
100.1 113 5.8 580.6 655.4 
100.1 113 6.5 650.7 734.5 
113.9 147 у 820.1 1058.4 
73.6 97 1.3 95.7 126.1 
77.0 113 #2 92.4 135.6 
136.7 186 6.0 820.2 1116.0 
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неполярных АО (У; и М) рассчитаны на | молекулу рецепторного 
белка. 

Из приведенных в таблице данных следует, что молекула ГМБ 
состоит приблизительно из 70 АО, причем общий объем моле- 
кулы составляет около 60000 нм”. Масса молекулы, рассчитан- 
ная из суммы масс АО, равняется приблизительно 8440 Да, и 
вычисленная по Фишеру (Е1зПег, 1964) относительная полярность 
о объемов полярных и неполярных АО) составляет 

Условно принимая, согласно Фишеру, форму молекулы ГМБ 
близкой к сферической, можно подсчитать, что радиус сферы 
молекулы равен 112 нм. Однако, по Фишеру, толщина внешнего 
(гидрофильного) слоя не превышает 40 нм, следовательно, радиус 
внутренней (гидрофобной) сферы будет равен приблизительно 
79 нм, а ее объем составляет в данном случае 15 630 нм3. Суммар- 
ный объем неполярных АО, равный 39 850 нм3, значительно больше, 
чем вычисленный объем внутренней гидрофобной сферы. Вычис- 
ленный объем внешней гидрофильной зоны (из разности общего 
объема молекулы и гидрофобной зоны) приблизительно в 2 раза 
превышает суммарный объем полярных АО, обнаруженных в моле- 
куле ГМБ. Отсюда следует вывод, что субъединица рецепторного 
белка не имеет сферической формы и часть гидрофобных амино- 
кислот должна находиться во внешней зоне. Следовательно, 
олигомеризация макромолекулы ГМБ может происходить за счет 
гидрофобного взаимодействия этих неполярных АО с водной 
средой. Более того, олигомеризация ГМБ имеет, вероятно, также 

биологическую целесообразность: олигомер ГМБ (и других рецеп- 
торов тоже) приобретает кооперативный характер взаимодей- 
ствия с нейромедиатором. 

При сопоставлении данных, полученных аналогичным способом 
для никотиновых холинорецепторов (нхР) (Хромов-Борисов, 
1975), можно сделать ряд интересных наблюдений, касающихся 
структурной организации этих хеморецепторных белков. Так, 
объем белковой глобулы нХР, вычисленный как сумма объемов 
полярных и неполярных АО, равен 296 300 нмз, при этом радиус 
внутренней неполярной зоны составляет около 150 нм, а радиус 
всей молекулы 190 нм. Относительная полярность нХР колеб- 
лется в пределах 0.93—0.99. Значения сферического радиуса, 
вычисленные по формуле и найденные из экспериментальных 
и практически совпадают (1.02); следовательно, форма 
НХР близка к сферической. 

Сравнение т выше параметров для ГР и нХР при- 

: ХР представляют собой олиго 
водит к следующим выводам: ГРин р омгне-кнй 
меры; причем ПР и ХР - ис льфидными 
мому, гидрофобными связями, а н Пр мож ее 

(ВаЦегу её а|., 1980). Расшепление олигомеров у 

- ами типа додецилсульфата 
осуществлено обработкой детергент лями типа дитио- 
натрия, в то время как У ие кая. ожены преи- 
треитола. У нхР на внешней стороне глобулы распол 
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р олярные и непол 

мущественно полярные 40. ыы поляр ЯАрные * 
мерно в еее 2 полярных АО у ГР инхр азлице 

Кислотно-основн АО (гис, метил-гис, арг, лиз) на 20 % боль Е 
у ГР число фо цис-н), тогда как унхР основных АО на 60% 
м ислых. Таким образом, у ГР преобладают катион 
меньше, чем к нХР анионные. Эти данные хорошо согласуются 
=” ее определения изоэлектрической точки у этих мех. 
а. что несомненно имеет отношение к взаимоде 
нь их с медиаторами: глутамат — анион, И 
тион. Очевидно, первая ступень хеморецепции, 


тора с рецептором, осуществляется в обоих случаях катион-анион- 
ными силами. 


[5] 








й- 
а. 
а- 


окислот в белковой части рецеп- 
уры ГМБ представляет в 
задачу и для ряда мембранных 
лько через установление ие 
номе (КоБИКа е{ а|., 1987), то и 
кодирующую синтез р ата 
ие кДНК проводили с ПомоЩЬю 
коммерческой кДНК-овой библи 

клонов, способных индуцировать 
‚› осуществляли с использованием 


л (Дамбинова и др., 1987; Смир- 
результате п 
10° клонов библиотеки кКДНК 


один клон рекомбинантного 


* Автор приносит глубок 6. 
(ВКНЦ АМН СССР, М. а лока 
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открытая рамка трансляции для полипептида размером в 157 
аминокислот с молекулярной массой 19 кДа. На основании ана- 
лиза последовательности нуклеотидов можно заключить, что най- 
денный кДНК составляет лишь небольшой фрагмент, возможно, 
узнающего участка глутаматного рецептора. 

Клонирование последовательности кДНК не позволяет уста- 
новить принадлежность ГМБ к одному из подтипов мембранных 
нейрорецепторов ВАК. Решить эту задачу нам позволило исполь- 
зование метода экспрессии мРНК, кодирующей синтез ГМБ 
в ооцитах Хепоруз 1ае\у!з (Зайо, 1987; Зспойе!4, 1987; ЗпиВ, 
1988). Выделенный нами кДНК-фрагмент был использован в каче- 
стве зонда для выделения специфичной поли(А)+ мРНК мозга 
человека. В результате проведенной блот-гибридизации обогащен- 
ной фракции мРНК с фрагментом кДНК был выделен препарат 
мРНК размером около 5.0 т. пар нуклеотидов, который имел 
комплементарную ДНК-фрагменту последовательность. 

Указанная фракция мРНК была инъецирована в ооциты ля- 
гушки, и затем был измерен мембранный потенциал (МП) в при- 
сутствии Г-глутамата и его аналогов. Полученные результаты 
позволяют утверждать, что выделенная нами фракция поли (А) + 
мРНК способна кодировать синтез 4е поуо глутаматных рецепто- 
ров, возможно, каинатного типа. Оказалось, что каинат вызывает 
стабильную деполяризацию мембраны ооцита, в то время как 
ММРА не вызывает изменение МП, а глутамат лишь слабо инду- 
цирует этот эффект, и активность последних не зависит от присут- 
ствия в среде действующих на ММРА тип ионов М5++ и глицина 

(АзНег её а|., 1988). Таким образом, можно заключить, что фрак- 
ция мРНК, комплементарная кДНК-фрагменту ГМБ, способна 
синтезировать либо только каинатный тип рецептора, либо она 
содержит компоненты, которые кодируют синтез других типов 
глутаматных рецепторов, не экспрессируемых в исследованных 


условиях эксперимента. 

Установленная нами последовательность нуклеотидов кДНК- 
фрагмента ГМБ не имеет гомологичных последовательностей 
с известными структурами м- И н-холинорецепторов, ГАМК- и 
глициновых рецепторов. Для убедительного доказательства этого 
факта необходимо иметь данные о полной нуклеотидной последова- 
тельности полноразмерного гена глутаматного рецептора, а не его 
небольшого кДНК-фрагмента. Вместе с тем предварительный 
машинный поиск в банке известных последовательностей амино- 
кислот, составляющих макромолекулы белков, не выявил наличия 
гомологичных полипептидов, сходных по составу с р еее 
ГМБ, который кодируется кДНК. Возможно, это авы Е ы 
0б уникальности генов глутаматных рецепторов, в 


рецепторов каинатного типа. ченные 
ое бы обратить внимание на тот Факт, Икофрагмента 

нами данные об экспрессии в ооцитах Е в некоторой 

глутаматного рецептора каинатного ЗИ 
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степени неожиданными. Как было показано выше, изолиров 
и мембраносвязанные ГМБ, ии > мозга крыс И челове 
относятся к АРУ-квисквалатному типу. Внимательный анализ Этих 
результатов и сопоставление их с литературными данными пока. 
зал, что кажущегося противоречия между фактами, полученными 
с помощью биохимических и электрофизиологических подходов, 
не существует. Дело в том, что недавно (Нопоге е{ а|., 1988) было 
показано, что глутаматные рецепторы каинатного и квисквалат. 
ного типа близки по своим свойствам и распространенности 
в структурах головного мозга. Даже полагают, что эти типы рецеп- 
торов являются разными конформационными состояниями одного 
типа глутаматных рецепторов, в то время как ММРА-рецепторы, 
по-видимому, принадлежат классу аспартатных рецепторов. 
Возможность одновременного синтеза ММПА-рецепторов и 
каинатных, квисквалатных рецепторов в ооцитах лягушки проде- 
монстрировал Кушнер и др. (КизВпег её а|., 1988). Они инъециро- 
вали тотальную мРНК, выделенную из головного мозга крыс, 
в ооциты лягушки и измерили функциональные характеристики 
вновь синтезированных макромолекул на мембране клетки. Были 
измерены ионные токи в ооците в присутствии фенциклидина, 
ММРА, АРУ и Ме?+. Оказалось, что свойства ММРА-чувствитель- 
ных ионных каналов, организованных на мембране ооцита, имеют 
лишь незначительные отличия от таковых, регистрируемых в ней- 
ронах головного мозга. Были представлены убедительные свиде- 
тельства в пользу того, что основные компоненты рецепторного 
комплекса синтезируются совместно, причем биосинтез их не зави- 


сит от клетки-носителя, типа мембраны, в которую они затем 
встраиваются. 


Сопоставляя 
татами работы, 


анные 


ранее полученные данные литературы с резуль- 
м проведенной в нашей лаборатории Т. М. Смир- 
м и сделать предположение о наличии определенных 
ыы И в механизмах экспрессии генов глутаматных рецеп- 

ров разных подтипов. Возможно, что гены ММРА-типа рецепто- 


ров экспрессируются отдельно и ГМБ к 
одируются сп ми 
фракциями мРНК. диру ецифически 


Дальнейший анализ н 
ставле 


› касающихся синтеза рецепторных белков - 
ивания в мембрану, ь ь и 


нейрорецепторов ид 
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3.3. Сравнительный анализ физико-химических свойств 
глутаматсвязывающих мембранных белков 
мозга крыс и человека 


Эффективная диагностика заболеваний нервной системы, напри- 
мер эпилепсии, требует анализа свойств ГМБ, выделенных из 
препаратов головного мозга человека. Несмотря на то что су- 
ществуют данные о сходстве основных характеристик рецеп- 
торного связывания 1.-®Н-глутамата с СМ, выделенными из коры 
головного мозга крыс и человека, оказалось, что нативность 
изолированных ГМБ у человека была менее стабильной. Поэтому 
нами были разработаны дополнительные модификации метода 
выделения и очистки ГМБ из аутопсийного материала мозга 
человека. Для ускорения процесса выделения нам пришлось 
отказаться от процедуры гель-фильтрации, которая способст- 
вовала удалению избытка детергента и частичному фракциони- 
рованию мембранных белков. В модифицированной методике 
эта стадия заменена на разбавление солюбилизата десятикратным 
объемом рабочего буфера, не содержащего детергент, с целью 
понижения его концентрации с 1 % до 0.1 %. 

Степень чистоты белковых фракций, специфически сорбирую- 
щихся на глутамат-сефарозе, контролировали разными методами. 
Электрофорез в нативных и денатурирующих условиях обнаружил, 
что ГМБ, выделенные из препаратов мозга человека, имеют 
молекулярные массы, близкие массам ГМБ крысы (14 и 60 кДа), 
но превышает ее примерно на 100—200 Да (Дамбинова и др., 
1987а). Данные высокоэффективной жидкостной хроматографии 
показали, что субъединичный состав ГМБ человека сходен 
по фракциям с составом ГМБ крысы, в который входят три 
компонента с массой 14, 60 и 120 кДа. Эти данные дали возмож- 
ность предположить, что ГМБ мозга человека могут также пред- 
ставлять собой олигомеры, состоящие из низкомолекулярных 
субъединиц с массой 14 кДа (Дамбинова, 19876). 

Нами была проведена попытка выявить различные состояния 
агрегированности этих глутаматсвязывающих рецепторных белков 
исходя из предположения, что изменение степени диссоциации 
молекулы рецептора может происходить при простом изменении 
концентрации белка, как это показано ранее для ферментов 

Думлер, Этингоф, 1981). 

Обнаружено, что положение основного пика рецептора при 
исследовании методом ультрацентрифугирования в изокинети- 
ческом градиенте сахарозы существенно отличалось в случае 
использования концентрированного и разбавленного препарата 
белка (рис. 18). Эти результаты свидетельствуют о том, что 
изучаемые препараты глутаматсвязывающих белков имеют раз- 
личные молекулярные массы и являются экспериментальным 
доказательством возможности диссоциации рецептора на разные 
Формы. При определении молекулярного веса этих двух форм 
рецептора оказалось, что диссоциированная форма мембранного 
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Рис. 18. Спектры распределен 
разных концентраций радиоактивно. 
ченного глутаматсвязывающего мез. 
ранного белка в линейном градиент 
сахарозы 5—20 %. | 


| — глутаматсвязывающие мембран. 
ные белки (ГМБ) 1300 мкг/мл; 2— ГМ 
6.5 мкг/мл; 3 — ГМБ 6.5 мкг/мл, но в при. 
сутствии Г-глутамата (200 нМ). По оси аб. 
сцисс — номер фракции; по оси ординат — 
логарифмы величины радиоактивности 
(имп./мин). Стрелки — молекулярные мас- 
сы белков-маркеров. 


Я 15 
Номера фракций 


белка, специфически связывающего глутамат, соответствует 
зоне 12—15 кДа, в то время как ассоциированная форма этого 
белка обнаруживается в зоне 28—30 кДа (по маркерным белкам) 
(Дамбинова, Хромов-Борисов, 1983). Первое значение хорошо 
совпадает с данными электрофоретического анализа гомогенного 
препарата. Можно предположить, что мономерный компонент 
рецепторного белка имеет низкий молекулярный вес и эти компо- 
ненты могут ассоциировать, давая димер. Причем не исключено, 
что этот процесс является многоступенчатым и приводит к обра- 
зованию еще больших агрегатов. Полученные данные совпадают 
с результатами, ранее обнаруженными при центрифугирований 
в градиенте глицерина общей фракции мембранных белков: основ” 
ная зона распределения радиоактивного глутамата соответствует 
белковым компонентам с молекулярным весом от 12 до 60 кДа. 
Гидродинамические параметры диссоциированной и ассоци- 
ированной форм рецепторного белка различались. Найдено, что 
при низких концентрациях очищенных мембранных белков расчет. 
ный коэффициент седиментации колеблется в пределах 2.15, тогда 
как для ассоциированных белков он соответствует 3.5$. Интересно, 
что в присутствии немеченого 1.-глутамата при низких концен“ 
ни еее седиментации глутаматного рецептора 
ны ОИАС ассоциированной зоне мембранного белка. Наши 
и др. ааа О. с результатами, полученными Михаэлис 
ре „. 1981а), которые показали, что наибольшей 
Ато щей активностью обладает белковый пик в зоне 
п оолоритаенаныва аи. что в течение выделения и очистки 
к образованию с те снижение дисульфидных связей, ведущих 
тации 2.1 $ с ва пин 88 кДа икоэффициентом седимен- 
ность того, что на точки зрения, нельзя исключить возмож- 
из не связанных еде глутаматного рецептора состоит 
компонентов Е Ре нНря мостиками диссоциированных 
тора. В этом рые ассоциируются под действием нейромедиа- 
случае регуляция ионной проницаемости мембран 
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Раю осуществляется за счет процессов ассоциации-диссоциации специ- 
м А, ических мембранных белков под влиянием глутамата (Дамби- 
ин као нова и др., 19846). 
Ном | В нашей лаборатории были исследованы пространственная 
Е . укладка и конформационные характеристики глутаматных рецеп- 
и торов в биомембранах мозга крыс и человека. Были оценены 
би, ч. изменения конформации ГМБ из разных объектов в очищенном 
Сон, виде под влиянием разных концентраций мочевины. Это исследова- 
ин; по од; ] ние было проведено с помощью трех экспериментальных приемов: 
м п радноя измерения спектров флуоресценции ГМБ в присутствии разных 
окр концентраций мочевины, определения температурной зависимости 


флуоресценции ГМБ и регистрации спектров кругового дихроизма 
очищенных фракций ГМБ. Оказалось, что физико-химические 
параметры ГМБ, выделенных из разных объектов, были сходными. 
Полученные данные подтверждают наличие олигомеризации в мо- 
 СООтВ лекуле глутаматного рецептора. Спектры флуоресценции, харак- 
теризующие внутримолекулярный перенос энергии в молекуле 












тая форма з ГМБ 

керным бел с тирозина на триптофан, показали, что вклад спектров 
| Каз флуоресценции тирозина в спектр собственной флуоресценции 
начение хорош белков оказался максимальным в растворе 4 М мочевины и от- 
'иза гомогеннот сутствовал в растворах 2 М и 8 М мочевины для ГМБ крыс 
рный компон и человека (рис. 19, а, 6). Флуоресценция триптофана была также 
вес и эти комп максимальной в растворе 4 М мочевины. Это свидетельствует 


м Не исключено о том, что внутри молекулы происходит ассоциация-диссоциация 
триводиТт К обе субъединиц рецептора, связанная с конформационными перестрой- 
‚нные совпадают ками в растворах мочевины разной концентрации независимо 
Вани от происхождения белковой фракции. 
фугиро и 
гу ов: 008 Флуоресценцию меченной флуоресцеинизотиоцианатом (ЕТТС) 
их ре фракции ГМБ измеряли в зависимости от температуры (рис. 20). 
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Рис. 20. Спектры флуоресценции флуороизотиоцианат-меченых глутаматсвязы- 
вающих мембранных белков (ГМБ) в разных растворах мочевины. 


По оси абсцисс — 1/Т К-'; по оси ординат — относительная интенсивность флуорес- 
ценции. / — концентрация мочевины 2 М, 2 — концентрация мочевины 8 М. Стрелка — 
момент преломления спектра флуоресценции ГМБ в 2 М мочевине. 


При этом фракции Е1ТС белков находились в разных растворах 
мочевины с концентрацией 2 Ми8 М. Флуоресценцию возбуждали 
при ^=280 нм (триптофан), регистрацию производили при А= 
340 и 560 нм (т. е. длине волны, соответствующей излучению 
триптофана и НТС одновременно). Как показали результаты 
настоящего исследования, при нагревании образца до определен- 
ной температуры происходит излом кинетической кривой в коор- 
ое Аррениуса только для фракции белка, растворенного 
в мочевине. Эти данные указывают на существование в раст- 


воре 2 М мочевины бел й й 
р ковой структуры, обладающей упорядочен- 
НОЙ степенью укладки. Е иы 


Соотношение 
элементов й е 
олюбал вторичной структуры в молекул 


спектров конного ГМБ рассчитывали по данным измерения 
фракции ГМ те дихроизма. Оказалось, что в 8 М мочевине 
енатурирова 15 а как у крыс, так и человека, полностью 
на ароматические то время как в 2 М мочевине (с поправкой 
м аминокислотные остатки белка) доля а- и В-кон- 
оставляла 16 и 24 % соответственно. Следовательно, 


параллельные 


ь конформации пептидных цепей 
белковой конформ ор г - 


причем 60 % 
ации составляют неупорядоченные 


структуры. 


костной хром с помощью высокоэффективной жид- 
р атографии. Как для ГМБ мозга = и для ГМБ, 


головного мозга человека, наблюдали спектр 
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Рис. 21. Спектры хроматографического разделения препаратов глутаматсвязы- 
вающих мембранных белков, выделенных из головного мозга крыс и человека, 
на колонках Т$К=3000 с помощью высокоэффективной жидкостной хромато- 
графии. 

Стрелка — момент нанесения образца: а — при повторной гель-фильтрации, б — 
при смене элюирующего фосфатного буфера (0.01 М) на трис-НС! (0.05 М, рн 7.4). 
По оси абсцисс — время (мин), по оси ординат — величина экстинции при 280 нм. 


белковых пиков на хроматограмме, состоящей из нескольких 
компонентов разной молекулярной массы. Определение молеку- 
лярной массы основных пиков свидетельствует о том, что они 
представляют собой агрегаты, состоящие из низкомолекулярных 
субъединиц с массой 14 кДа. Кроме того, было обнаружено, что 
каждый из выделенных пиков при повторной гельфильтрации 
снова давал спектр белковых пиков, аналогичных исходному 
(рис. 21, а). Замена буфера элюции (0.01 М фосфатного, рН 7.4) 
на буфер с более высокой ионной силой (0.05 М Трис - НС! 
РН 7.4) приводила к снижению уровня высокомолекулярной ком- 
поненты и увеличению компоненты с массой 14 кДа (рис. 21,6). 
Это обстоятельство объясняется, по-видимому, свойствами 
ГМБ, состоящих преимущественно из гидрофобных аминокислот 
и легко агрегирующих в олигомерный комплекс за счет образова- 
ния гидрофобных связей. 
Анализ ГМБ, выделенных из м 












озга человека, выявил некоторые 


особенности в формировании ассоциированных комплексов. Так, 
Обработка сильными детергентами (например, $05) не приводила 
К полной диссоциации компоненты ГМБ с массой 56—60 кДа 
В отличие от ГМБ мозга крысы. Эта фракция не изменялась и при 
смене буферов с разной ионной силой. Все остальные компоненты 

человека были одинаковы по своим физико-химическим 
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свойствам с белковыми фракциями, РЖ вы 

ого мозга крыс. Оказалось, что ГМБ человека давали а 
век массой, кратной 14 кДа, однако стехиометрия их о 
а. фракций отличалась от ГМБ мозга КРыс, что м 
детельствует о более сложной организации глутаматных рецепте. 
ров головного мозга человека. Кажется вполне Допустимы, 
что олигомеры глутаматного рецептора на синаптических мембра, 
нах присутствуют преимущественно в виде тетрамеров, Которые 
являются наиболее устойчивыми в физиологических Условиях 
функционирования хеморецептора. 

Для оценки возможного расположения ГМБ в мембранном 
матриксе мы сопоставили данные относительно толщины синап. 
тической мембраны и радиуса Стокса для рецепторного белка. 
Радиус Стокса был рассчитан с учетом данных гель-проникающей 
высокоэффективной хроматографии по отношению к белкам-мар- 
керам с известным радиусом. Оказалось, что мономер ГМБ с М = 
—= 14 КДа имеет радиус Стокса около 17.0 нм, в то время как тетра- 
мер с М, 56 кДа имел радиус Стокса порядка 30.0 нм. 

Таким образом, на основании вышеизложенных данных можно 
представить, что хеморецепторный мембранный белок, специфи- 
чески связывающий глутамат, независимо от источника выделения 
является гликопротеин-липидным комплексом, состоящим из низ- 
комолекулярных субъединиц, способных к ассоциации-диссоциа- 


тствия нейромедиатора. Создается 
впечатление, что минимальная структурная единица рецептора 
может состоять из четырех субъединиц, которые, находясь в опре- 
деленной стехиометрии, сост 


авляют олигомерную макромолекулу 
рецепторного мембранного белка. 
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чением наших работ и работ группы Михаэлис и сотр. (Коу, 
Менае|з, 1984). Последние показали, что поликлональные анти- 
тела к ГМБ способны блокировать функцию глутаматных рецеп- 
торов (МисВае!13 е{ а|., 1986). Вместе с тем для выяснения особен- 
ностей структуры глутаматного рецептора требуется получение 
МКАТ, которые позволяют избежать ряд трудностей, возникаю- 
щих при работе с поликлональными моноспецифическими анти- 
телами. Получение клеточных гибридов путем слияния лимфоци- 
тов иммунизированных животных с неограниченно растущими 
в культуре миеломными клетками, не продуцирующими иммуно- 
глобулинов, позволило в настоящее время синтезировать нужные 
антитела, идентичные по своей специфичности в препаративных 
количествах (КоШег, МИет, 1985). Гибридомы дали возмож- 
ность получать МКАТ (см. рис. 22) к индивидуальным антигенным 
детерминантам сложных антигенов (КбШег, 1981). Поэтому поя- 
вились исключительно широкие возможности их использования 
в качестве маркеров (Фукс и др., 1982). 
В результате экспериментальной работы нами были получены 
и охарактеризованы гибридные клетки, способные стабильно сек- 
ретировать иммуноглобулины, специфически связывающие ГМБ 
(рис. 23). Был создан банк клонов гибридных клеток, при отборе 
которых мы руководствовались следующими критериями: реактив- 
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Рис. 23. Клон гибридных клеток, продуцирующих Я пе 
к глутаматсвязывающим мембранным белкам. Клон получен путе 


А и др., 
чимунных спленоцитов с мнеломными клетками в культуре (по: Дамбинова и др 
19876). 


е- 
ностью продуцируемых ими антител к ГМБ разного происхожд 
ния, фенотипической стабиль 


ностью линий гибридных клеток, 
классом иммуноглобулинов, вырабатываемых этими клетками, 
количеством МКАТ в асцитных жидкостях мышей, несущих гиб- 
ридому (Дамбинова и др., 1987а). 

При получении больших количеств МКАТ мы использовали 
метод выделения МКАТ из асцитной жидкости мышей линии 
ВА 1.В/С, что позволило существенно повысить выход специфи- 
ческих антител по сравнению с их выходом при культивировании 
ш уйго. На первой стадии очистки иммуноглобулинов из асцитной 
жидкости и культуральной среды гибридных клеток мы использо 
вали два способа: высаливание с помощью 2.53 М раствора суль 
фата натрия или аффинную хроматографию на сефарозе с иммоби- 
лизованным белком А, который специфически связывает иммуно- 
глобулины класса 12. Мы не нашли каких-либо различий в с0- 
ставе или свойствах иммуноглобулинов, полученных этими раз- 
ными способа 
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Как видно из табл. 18, чувствительность используемого метода 
не позволила нам использовать разведения антител выше | : 200, 
что, однако, может свидетельствовать и о сравнительно невысоком 
титре полученных МКАТ. Вместе с тем оказалось, что степень 
сродства очищенных МКАТ к антигену достаточно высока. Это 
предполагает наличие высокоспецифичного взаимодействия МКАТ 
с антигенными детерминантами рецепторного белка. 

По данным взаимодействия МКАТ и очищенных фракций ГМБ 
из головного мозга человека (Дамбинова и др., 19876) оказалось, 
что кинетика взаимодействия имеет форму кривой насыщения, 
позволяющей построить графики Скэтчарда для определения кон- 
станты К, Однако анализ результатов в координатах Скэтчарда 
выявил зависимость, которая может свидетельствовать либо 
о наличии поливалентных взаимодействий между МКАТ и анти- 
геном, либо о возможном появлении в системе неспецифических 
реакций. Анализ данных литературы и собственных результатов 
привел нас к выводу о том, что МКАТ реагирует с ГМБ в одном 
участке связывания, имеющем К, порядка 100 нМ. Поведение 
кривой в области насыщения, которое характеризуется очень 
высокой константой К„ порядка 1—5 мкм, по-видимому, можно 
отнести к неспецифическим взаимодействиям МКАТ. 

Для выяснения вопроса о существовании общих антигенных 
детерминант в ГМБ, выделенных из разных объектов, нами были 
использованы моноклональные антитела в качестве иммунохими- 
ческих маркеров глутаматузнающего центра рецептора. Монокло- 


Таблица 18 


Изучение сродства МКАТ к ГМБ, изолированных из мозга крыс и человека 





Концентрация ОП? 
№ |Антиген МКАТ, Разведение 


мкг 1 (А) та (КС) 
100 1.50 0.50 
0.50 0.4 


50 З 1.28 0.43 
0.41 — 


0.61 0.28 
0.28 0.23 


0.42 0.19 
0.16 0.18 


0.22 0.10 
0.12 0.14 


: 100 0.16 0.11 
0.10 0.10 


: 200 0.10 — 
9 0.12 — 
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Примечани е. | — ГМБ, изолированные из мозга крысы; 2 — ГМБ, а ИрованАые 
Озга человека; 12С(л) — иммуноглобулины из асцита; 1 кс — иммуноглобу. 
тУральной среды; ОН — оптическая плотность при ^=492 нм. 
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Влияние МКАТ к ГМБ на связывание 1.-3Н-глутамата 











Доза Подавление 
1 * 
Вид мембран МКАТ, о Сзо,* моль/л 
мкг (4 
= 
Синаптические мембраны, выделен- 10 мкг 66 10 
ные из головного мозга крыс . 
Контроль (к интерферону) 20 мкг 46 10- 
Синаптические мембраны, выделен- 10 мкг 82 5. 10-8 
ные из посмертных препаратов 
головного мозга человека 








* [Сьо считали из оценки молекулярной массы МКАТ 2 . 10°Да. 


нальные антитела (МКАТ) обладали способностью конкурировать 
за участки связывания нейромедиатора на синаптических мембра- 
нах и эффективно ингибировали специфическое связывание 
(табл. 19). МКАТ, полученные для ГМБ из мозга крысы, оказались 
эффективными также и для синаптических мембран, выделенных 
из головного мозга человека. Следовательно, поскольку МКАТ 
конкурировали с радиоактивным глутаматом за участки связы- 
вания, был сделан вывод о том, что активные центры глутаматного 


о У крыс и человека имеют общие антигенные детерми- 
ы. 


Кроме того, МКАТ э 


ффективно связывались и с очищенными 
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Рис. 24. Связывание моноклональных антител к глутаматсвязывающим мемб- 
ранным белкам с фракциями очищенных белков (ГМБ), выделенных на колонках 
Т$К—3000 с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. 

Штриховая линия — профили элюции белковых фракций; сплошная линия — биоло- 
гическая активность ГМБ (определена методом иммуноферментного анализа с применением 
моноклональных антител к ГМБ мозга крыс). По оси абсцисс — камера фракций; по оси 
ординат — величина экстинции при 432 нм. Стрелка — нанесение образца 


составляет 160—200 нМ, а для МКАТ из асцита 70—100 нм. Полу- 
ченные данные свидетельствуют, что в асцитной жидкости синтези- 
руются антитела не только с более высоким титром, но и более спе- 
цифичные к общим антигенным детерминантам ГМБ, которые были 
выделены из разных объектов. 

Нами было показано, что общие антигенные детерминанты, 
которые связывают МКАТ, находятся в активном центре глутамат- 
ного рецептора (Дамбинова и др., 19876). Эти данные были полу- 
чены при исследовании конкурирования МКАТ за связывание с «уз- 
нающими» участками глутаматсвязывающих мембран. Как выяс- 
нилось, степень ингибирования специфического связывания 1|-- 
ЗН-глутамата зависела не только от количества антител в среде, 
но и от длительности инкубации их с мембранами. Так, количество 
МКАТ, вызывающее 50%-ное ингибирование глутаматсвязываю- 
щей активности, резко уменьшается с увеличением времени инку- 
бации, что предполагает возможное снижение доступа нейроме- 
диатора к активному центру рецептора. 

Немаловажный интерес представляют данные об иммуноло- 
гической специфичности МКАТ к ГМБ мозга крыс. С этой целью 
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нами была исследована реактивность МКАТ и выделенныу 
из разных объектов: клеток ты ыы человека 
и крыс. Результаты иммуноблотинга › ВЫделенных 
из головного мозга крыс и человека, подтвердили, что МКАТ 
к ГМБ мозга крысы способны «узнавать» глутаматные рецепторы, 
выделенные из клеток нейробластомы и клеток мозга человека, 
Это свидетельствует о межвидовой органной иммунологической 
специфичности глутаматных рецепторов. Этот вывод подтверх. 
дался тем, что исследованные МКАТ не взаимодействовали с мем- 
бранами и солюбилизированными белками, выделенными из плаз- 
матических мембран клеток печени, а также не влияли на ингиби- 
рование активности глутаматдекарбоксилазы (ГДК). Очевидно, 
узнающие участки молекулы ГДК-фермента, утилизирующего [.- 
глутамат, и связывающие центры глутаматных рецепторов суще: 
ственно различаются между собой по специфичности к амино- 
кислоте и топографии активных центров. 

Эти данные подтвердились и при иммуноморфологическом 
исследовании тонких срезов головного мозга крыс: коры больших 
полушарий, гиппокампа и полосатого тела. Оказалось, что МКАТ 
специфично сорбировались только на мембранах нейронов, 
В то время как в контрольных экспериментах при окрашивании 
тонких срезов сердца, печени и почек крыс они не оказывали влия- 
ния (рис. 25). Моноклональные антитела, полученные к ГМБ, 
реагировали избирательно со срезами структур мозга, и среди 


роизотиоцианат-меченых моно- 
анным белкам на срезах голов- 


Рис. 25. Микрофотография распре 
клональных антител к глутаматсвязыв 
ного мозга крыс. 
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всего пула нейронов количество окрашенных клеток не превы- 
шало 30 %. 

Наибольшее количество нейронов, мембрана которых сорбиро- 
вала МКАТ, было обнаружено в подкорковых структурах (гип- 
покампе и полосатом теле). Полученные результаты подтверж- 
дают гипотезу о наличии «нисходящих» глутаматрецептивных 
путей, обнаруженных косвенными методами (РКозег, Рав, 1984), 
в головном мозгу млекопитающих. 

Следует подчеркнуть, что МКАТ к ГМБ способны реагировать 
с мембранами как пирамидных клеток, так и биполярных и уни- 
полярных нейронов в тонких срезах головного мозга. Во всех 
исследованных структурах мозга хорошо выявлялась не только 
цитоплазматическая мембрана, но и отростки флуоресцирующих 
нейронов. Расположение флуоресцентной метки только по перифе- 
рии нейронов, а не глиальных клеток в головном мозгу подтверж- 
дает наши данные о наличии рецепторов глутамата преимуще- 
ственно в нейрональных мембранах. Таким образом, суммируя 
полученные данные, можно заключить, что изолированные препа- 
раты ГМБ из головного мозга крыс и человека могут быть отнесены 
к физиологическим глутаматным рецепторам смешанного типа, 
чувствительным к квисквалату и АРУ. 

Детальный анализ кинетики взаимодействия Г-глутамата 
с белком обнаружил, что препарат ГМБ сохранял в определенных 
условиях способность связывать нейромедиатор и другие его из- 
вестные агонисты, что послужило веским аргументом в пользу 
идентичности выделенных гомогенных гликопротеидных фракций 
в качестве субъединиц глутаматного рецептора. По нашим дан- 
ным, рецепторный белок представляет собой тетрамер, состоящий 
из низкомолекулярных субъединиц гликопротеидной природы, 
что хорошо согласуется с ранее полученными литературными 
данными об олигомерной структуре глутаматных рецепторов 
ЦНС. 

Определение 
степени упорядоченности бел 


некоторых физико-химических параметров — 
ковых компонентов, их ассоциации 
и диссоциации в растворах денатурирующих агентов, а также 
гидродинамические константы седиментации, представленные 
в настоящем исследовании, — позволили нам установить ряд 
структурных особенностей, характерных для функционирования 
этого белка. Вполне вероятно, что высокомолекулярный комплекс 
рецептора на мембране организован за счет ассоциации крупных 
блоков гликопротеидлипидных компонентов, содержащих на внеш- 
ней поверхности белковой глобулы большое количество гидро- 
фобных аминокислот. 
В соответствии с расчетами формы субъединиц ГМБ можно 
представить, что глутаматный рецептор является не сферой (как 
Это имеет место у ацетилхолинового рецептора), а организован 
В вытянутый эллипс, состоящий из протомеров, которые лишь 
небольшим участком, состоящим из гидрофильных аминокислот, 
способен сформировать ионный канал для селективного транс- 
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порта ионов Ма*. В этом случае «пора» ионного канала может 
аа более ассоциированным участком, чем узнающий Центр 
‹ромолекулы рецептора. 
в расчеты, проведенные на основании наших 
результатов и данных литературы, касающихся организации хемо. 
возбудимых каналов для ацетилхолина, свидетельствуют в польз 
гипотезы о том, что ионный канал, управляемый Г.--глутаматом, 
представляет собой воронкообразный вход для гидратированных 
ионов Ма*. Узкая часть канала содержит полярные группы и, 
по-видимому, представляет селективный фильтр, в котором катион 
частично дегидратируется до максимального диаметра около 6.4 нм. 
Факты, касающиеся конкурентного и неконкурентного ингибиро- 
вания рецепторного связывания Г.-Н-глутамата в присутствии 
ФИС и аргиопина, подтверждают такое строение макромолекулы 
глутаматного рецептора. Очевидно, аргиопин — блокатор ионо- 
форной функции — проходит внутрь гидрофобного канала, связы- 
ваясь необратимо с локусами, ответственными за избирательный 
транспорт катионов, в то время как ФИС локализован на поверх- 
ности рецепторного комплекса и конкурирует за узнающие центры 
Г-глутамата. Анализ радиуса Стокса, расчеты формы ГМБ поз- 
воляют предположить, что белковые субъединицы тетрамера 
не пронизывают полностью мембрану с образованием трансмемб- 
ранной интегральной структуры. Можно предположить, что для 
выполнения ионофорной функции рецептора необходим еще один 
белковый компонент, способный формировать ионный канал для 
катионов. Дальнейшее изучение ГМБ с помощью нейротоксинов 
позволит уточнить этот важный вопрос о молекулярной организа- 
ции рецептора. Результаты, полученные нами, свидетельствуют 
О том, что моноклональные антитела, полученные к ГМБ мозга 
крыс, являются высокоизбирательными маркерами глутаматсвя- 
и глутаматных рецепторов и способны избира- 
а. к изменять функцию ответов нейронов на аппли- 
МВ т. мата. МКАТ к низкомолекулярным субъединицам 
генным  детёрминант специфичность к определенным анти- 
м. и глутаматных рецепторов, позволили выя- 
вание с недр : орного комплекса, ответственные за связы- 
рещентора. это =: не а также участки, блокирующие функцию 
чии двух О предложенную нами гипотезу о нали- 
и, ты в структуре рецепторов глутамата. 
основная т глутаматного рецептора имеется 
шинство (60а сская зона, к которой получается боль- 
%) моноклональных антител. Эти зоны имеют 
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довую органную иммунологическую специфичность, так как МКАТ 
взаимодействуют только с мембранами клеток нейронального 
происхождения. 

Перекрестные реакции между МКАТ и ГМБ мозга крыс и глу- 
таматными рецепторами, выделенными из разных объектов, под- 
тверждают выдвинутое нами предположение о том, что глутамат- 
связывающие участки рецептора являются наиболее консерва- 
тивными в эволюции и обладают идентичными антигенными детер- 
минантами, сходными у беспозвоночных и высших млекопитаю- 
щих, включая мозг человека. Особенно важны эти данные для 
исследования «иммунохимической» анатомии мозга человека и 
решения прикладных задач нейробиологии. 















Глава 4 


РЕГУЛЯЦИЯ ИОНСЕЛЕКТИВНОЙ 

И ТРАНСПОРТНОЙ ФУНКЦИИ 

ГЛУТАМАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 

В МЕМБРАННЫХ ВЕЗИКУЛАХ, 
ПРОТЕОЛИПОСОМАХ И ИНТАКТНЫХ НЕЙРОНАХ 


4.1. Применение липосом и мембранных везикул 
для изучения функции рецепторных белков 


Существующие гипотезы регуляции механизмов функ- 
ционирования глутаматных рецепторов касаются преимущест- 
венно идеи, высказанной Кертисом и Уоткинсом (Сигиз, Уаз, 
1960), согласно которой [--глутамат избирательно управляет 
транспортом ионов через мембрану нейронов. Справедливость этой 
идеи была подтверждена разнообразными электрофизиологиче- 
скими исследованиями (Мс[.еппап, 1983). Вместе с тем количест- 
венные соотношения между специфическим связыванием нейроме- 
днатора на рецепторе и избирательным транспортом катионов 
через мембрану мало изучены, особенно у многоклеточных объек- 


тов, включая и культивируемые клетки нервной ткани (Кискин, 
Цындренко, 1985). 


зова 
Пос 


нселективные функции 
рецепторов в мембранном окружении (Каппег, 1978). 


соавт. (ТесНЬега е{ а|., 1981) в мембра 


нных везикулах. Анализ 
различных механизмов 


транспорта ионов Ма*+ в нейронах и 
что это сложный процесс 
(Глипт её а|., 1981, 1983) : 


зависимых систем тран- 

1., 1984). Более того, 
тельствующие об акти- 
симых натриевых кана- 


вации глутаматом 
лов (ТесНБега её а[., 1984). 
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Другой точки зрения придерживаются Чанг и Михаэли. 
(Снапе, Миспае|з, 1980), которые изучали поглощение ионов 
Ма` в синаптосомах и синаптических везикулах. Согласно данным 
этих авторов, длительная экспозиция глутамата с указанными 
модельными системами вызывают десенситизацию, сходную 
по своим свойствам с аналогичной, регистрируемой с помощью 
электрофизиологических методов. Авторы считают, что индукция 
поглощения ионов Ма+ в модельных системах в присутствии глу- 
тамата происходит не за счет участия в этих процессах ферментов 
или утилизирующих глутамат систем, а прежде всего благодаря 
активации комплекса рецептор—ионный канал (Свапо, Мисваейз, 
1981). 

Тем не менее в пользу взаимосвязи функции глутаматных 
рецепторов и механизмов транспорта и поглощения глутамата 
свидетельствуют данные, которые были получены при использо- 
вании п-хлормеркурифенилсульфоната — ингибитора протеаз и 
блокатора транспорта аминокислот в клетку. Показано, что в при- 
сутствии этого агента резко повышается возбуждающий ответ 
нейрона на глутамат. Более того, структурные аналоги глутамата, 
не способные транспортироваться внутрь клеток, обладают очень 
высоким деполяризующим действием (е45. Пе Реи4$, Мап- 
4е1, 1981). 

Ташмухамедов и др. (1983, 1985) изучали функцию глутамат- 
управляемых ионных каналов в бислойных липидных мембранах 
(БЛМ). Они показали, что проводимость бислойной мембраны 
со встроенным рецепторным белком резко увеличивалась при до- 
бавлении [.-глутамата. Это действие блокировалось в присутствии 
нейротоксина паука Агр1юра 1оБафа. Проводимость в БЛМ со 
встроенными белками была чувствительна к конканавалину А и 
диэтиловому эфиру глутаминовой кислоты. Г 

Было обнаружено, что за высокую проводимость в бислойных 
мембранах отвечают две основные белковые фракции, содержащие 
компоненту с М, 32 кДа и компоненты с М, 14 и 18 кДа. Авторы 
полагают, что первая фракция мембранных белков представляет 
собой комплекс из двух входящих в состав второй фракции субъе- 
диничных белков, которые Па ыы функционирую- 

ий й правляемый [.-глутаматом. 
>. енот (1977) и Коломыткин и др. (1982) рис: 
ствили встраивание частично очищенного рецептора глута 
в плоск олипидную мембрану. Глутаматсвязывающую 

ую фосф у нчании гиппо- 
белковую фракцию выделяли из оиАртнААКАЯ ии их 
ре Кри нО ата че а не 
генным, так как была исполь 
бе : нных | %-ным тритоном Х-100, с помощью 
а соответствующая связыванию белка 


вали из 

содержащий белок. Фосфолипидную а ры 

Разных фосфолипидов, включая общие отн ей ан 
ри потенциалметрическом измерении про 
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ной мембраны было обнаружено, что проводимость ее существенно 
зависит от встраивания белковой фракции и Увеличивается 
в присутствии нейромедиатора. Причем у проводимоств, 
вызванное Г-глутаматом, почти полностью (80%) блокируется 
диэтиловым эфиром глутаминовой кислоты. 

Авторы наблюдали формирование каналов двух типов: высо- 
коскоростных, когда в ячейке присутствовали одновременно рецеп. 
тор и Г-глутамат, и низкоскоростных — в случае добавления ре. 
цептора по обе стороны бислойной мембраны. Предполагается, 
что истинно рецепторными являются каналы первого типа с прово- 
димостью около 15—20 ПМО, т. к. проводимость их чувстви- 
тельна к диэтиловому эфиру Г-глутаминовой кислоты. 

Данных о реконструировании глутаматсвязывающих мембран- 
ных белков в липосомы еще меньше, чем в бислойные мембраны. 
Имеются лишь работы группы Михаэлиса (М1сНае!1$ её а|., 1981а, 
19845), в которых использованы липосомы для изучения функции 
глутаматных рецепторов. Так, методом озвучивания мультиламил- 
лярных липосом авторам удалось встроить около 26—30 % очи- 
щенного препарата белка и показать транспорт ионов ??Ма * в ли- 
посомы. Для формирования липосом использовали также различ- 
ные фосфолипиды и гликолипиды. Это исследование показало, 
что препараты ГМБ могут быть успешно реконструированы в липо- 
сомы и свойства белка изучены в условиях известного липидного 
окружения и контролируемых внешних условий взаимодействия 
рецептора с нейромедиатором. Однако эффективность накопления 


катионов липосомами в этом случае существенно зависит от коли- 
чества встроенного белка и его ориентации в липосомах. 


В связи со сказанным обращает на себя внимание необходи- 
мость учета ориентации белк 


мах, так как они могут расп 
внутри липосомной сферы. 
частично пересекать. фосфо 
ее состава. Поэтому в качес 


нистам, либо ИММУунохими 


ческие методы. 
Для того чтобы 


ная фракция, получаемая в ходе выде- 
ления синаптических мембран. , 


радиоактивных ионов 2?Ма+, 86р+ и 
ное различие транспортных процессов 
ых структур (рис. 26). При добавлении 
М) наблюдали изменение транспорта 
- В мембранные везикулы. Уровень накопления 22Ма+ 
повышался в присутствии Г-глутамата почти на 100 %. Приме- 


106 





Рис. 6. Транспорт 
ные везикулы. 
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Рис. 26. Транспорт ионов в мемб- Рис. 27. Транспорт ионов в про- 
ранные везикулы. теолипосомы. 

1— ??Ма*; 2 — 2?Ма* в присутствии 1 — ??Ма+ в присутствии 1.-глута- 
|-глутамата; 3 — "Мат в присутствии мата; 2 — ??Ма*; 3 — *?Ма+ в присут- 
эндогенного фактора, ингибирующего свя- ствии моноклональных антител к глу- 
зывание; 4 — ??Ма+ в митохондрии, 5 — таматсвязывающим мембранным бел- 
ВБ; 6 — *°Са?*. По оси абсцисс — время кам; 4 — *°Са?+; 5 — *8ВЬ*. Остальные 
(мин), ло оси ординат — радиоактивность обозначения, как на рис. 26. 

(имп. /мин) 


чательно, что поглощение Са’* и Ма* при этом практически 
не менялось. В митохондриях величина поглощения 2*Ма* была 
значительно ниже, чем в мембранных везикулах, и не менялась 
в присутствии [-глутамата. Таким образом, можно заключить, 
что мембранные везикулы способны избирательно транспортиро- 
вать ионы Ма* в присутствии [-глутамата (Дамбинова и др., 
1984а). 

Динамика накопления одновалентных катионов в мембранных 
везикулах отчетливо проявлялась лишь в первые минуты реги- 
Страции, а затем наблюдалось относительное равновесие в погло- 
щении ионов 2?Ма*, 8°ЮБ*. Тщательная отмывка мембранных 
везикул перед инкубацией с радиоактивными катионами активиро- 
вала эти транспортные процессы на 60—70 %, что, по-видимому, 
связано с удалением эндогенного ингибитора связывания [.-“Н- 
глутамата, ассоциированного с синаптическими мембранами (Го- 
Родинский, 1985). 

Для оценки степени нативности очищенных препаратов ГМБ 
можно использовать реконструкцию функции рецептора в модель- 
Ных системах ш УНго либо путем встраивания фракций ГМБ 
В липосомы, либо путем воссоздания структуры рецептора в би- 
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слойной липидной мембране. Использование липосом для этой 
цели в биохимических экспериментах по включению радиоактив. 
ной метки оказалось более предпочтительным, так как не требо. 
вало дорогостоящей сложной системы электрофизиологической 
регистрации транспорта катионов через искусственную мембрану 
(Беседин и др., 1985). 

В связи со сказанным моделирование функции и структурной 
организации хеморецепторного комплекса мы проводили методом 
реконструкции препарата ГМБ в липосомах. Были исследованы 
липосомы с различным липидным составом. Оказалось, что про- 
цент встраивания меченой фракции ГМБ в липосомы зависит 
от наличия и концентрации холестерина: при высоком его содержа- 
нии резко снижалась радиоактивность белковых фракций в зоне 
флотирующих липосом. Липосомы, состоявшие из одних фосфо- 
липидов, обладали наибольшей способностью встраивать препа- 
раты очищенного ГМБ. 

Как выяснилось, моделирование транспортной функции глута- 
матных рецепторов существенно зависит от концентрации встроен- 
ного в липосомы ГМБ, а также от концентрации нейромедиатора 
В среде инкубации. Оказалось, что количество ГМБ для рекон- 
струкции рецепторной функции не должно быть ниже определен- 
ного предела (50 мкг/мл), так как при сравнительно низких кон- 
центрациях белка активации транспорта катионов в присутствии 
Г-глутамата не происходило. 

На рис. 27 представлены данные по эффективности накопления 
радиоактивных катионов Мат протеолипосомами в зависимости 
т концентрации нейромедиатора. Наибольшее накопление ионов 

Ма в протеолипосомах происходило при концентрации глута- 
мата 10``М. Однако эта концентрация нейромедиатора несколько 

ские действующие концентрации глута- 
мата (10° М), необходимые для ее ЖИ Я 
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бации, Е всего можно связать с неспецифическим накоп- 
лением Са’” в протеолипосомах. 

Структурные особенности ГМБ — наличие в структуре рецеп- 
тора локальных областей, способных экспонироваться на проти- 
воположных поверхностях липидного бислоя, — определили целе- 
сообразность применения МКАТ в качестве высокоспецифичных 
непроникающих реагентов для изучения структурно-функциональ- 
ной организации глутаматного рецептора. 

Для того чтобы подтвердить, что МКАТ конкурируют за «уз- 
нающие» сайты глутаматного рецептора, исследовали возмож- 
ность ингибирования МКАТ специфического связывания Г[.-ЗН- 
глутамата с препаратами ГМБ, имеющимися на мембранных 
везикулах и встроенных в протеолипосомы. 

При взаимодействии МКАТ с солюбилизированными препара- 
тами ГМБ, встроенными в липосомы, была обнаружена конкурен- 
ция за связывающие участки по отношению к нейромедиатору. 
Однако максимальное ингибирование в этом случае составляло 
лишь 62 % от общего связывания 1.-3Н-глутамата. С другой сто- 
роны, эта реконструкция очищенных ГМБ в липосомах и инкуба- 
ция последних с МКАТ вызывала обратимую блокаду транспорта 
катионов. Блокирующее действие на транспорт катионов в протео- 
липосомах проявлялось при концентрации 10-8 М МКАТ. Эффект 
постепенно снижался при длительной инкубации и отмывке протео- 
липосом рабочим буфером. 

Это свидетельствует в пользу того, что большинство узнающих 
участков ГМБ ориентированы на поверхности протеолипосом и 
способны связывать Г-глутамат. По-видимому, процессы про- 
странственной самосборки глутаматных рецепторов в протеолипо- 
сомах приводят в ряде случаев к сходной организации их на мемб- 
ране нейрона. 

С другой стороны, мембранные везикулы имели сравнительно 
низкий процент ориентированных на поверхность глутаматных 
рецепторов, которые связывались с МКАТ. Этим, возможно, 
объясняется более быстрое насыщение кинетики накопления ка- 
тионов в этой модельной системе по сравнению с протеолипосо- 
мами. 

Таким образом, представленные в этом разделе результаты 
свидетельствуют в пользу селективности функции препаратов ГМБ, 
реконструированных в липосомах. Очевидно, выделенный и очи- 
щенный рецептор сохраняет частично нативную ны 
и пространственную ориентацию в липидном окружении. П!редва- 
рительные данные, полученные нами при изучении влияния аргио- 
пина на транспорт Ма ', показали, что аргиопин блокирует транс- 
порт Ма+ в протеолипосомы. Эти результаты подтверждают точку 
зрения о том, что ГМБ представляют собой макромолекулярную 
структуру, способную организовать в липосомах ера 
нативный рецепторный комплекс, управляющий из ирательным 
транспортом ионов Ма +. Причем создается впечатление, что ион- 
ные каналы глутаматных рецепторов нервно-мышечных синапсов 
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беспозвоночных и головного мозга млекопитающих имеют опреде. 
ленные сходства в функциональной организации и составе струк- 
турных компонентов, составляющих рецепторный 


комплекс 
на мембране. 


4.2. Изучение особенностей функционирования 
глутаматных рецепторов в гибридных клетках 
нейробластомы * 


Изучение механизмов функционирования глутаматных 
рецепторов в ткани головного мозга существенно осложняется 
высокой степенью ее клеточной гетерогенности. Поэтому исследо- 
вания более простых систем, в частности гомогенных клеточных 
линий нейронов, в которых, как было показано, имеются фармако- 
логически сходные с синаптическими мембранами типы глутамат- 
ных рецепторов, регулируемые ионами Са“*, представляют суще- 
ственный интерес (Ма[оцЕ е{ а|., 1984). 

Удобными моделями в этом плане являются клетки нейробла- 
стомы С1300, которые в условиях ш УЙго способны дифференциро- 
ваться по нейрональному типу (МтепБего, 1974). Известно, что 
эти клетки и их соматические гибриды могут возбуждаться по типу 
нейронов: большинство клеток генерировали потенциал действия 
(Мооепааг ей а|., 1981). 

Ионные токи, создающие потенциал действия, содержали 4 
компонента: Ма+-, К+-, Са?+-токи и ток утечки; причем кинетика 
вольтзависимости и фармакологические свойства их были сходны 
со свойствами соответствующих токов, наблюдаемых на гигант- 
ском аксоне моллюска и миелинизированном волокне лягушки 
(Мооепааг, Зресог, 1979). 


Вместе с тем было обнаружено, что плотность натриевых и 
калиевых каналов в культиви 


‹ руемых клетках в десять раз меньше, 
чем в нейронах (Цындренко, 1980). Это отражалось на скорости 
нарастания спайка и реполяризации, влияло на амплитуду ответа 
и потенциал покоя, которые имели более низкие значения, чем 
ых клетках (Костюк, Крышталь, 1981; Крышталь и др., 


Несмотря на то что хемочувств 
лась сравнительно реже, чем ге 
и наблюдалась огромная вари 
по этому признаку, 
для изучения самых 
1975). 


Так, клетки нейробластомы и ее гибридов как относительно 
простые системы применялись для решения проблем биологии 


ительность этих клеток проявля- 
нерация потенциалов действия, 
абельность клеточных культур 
клетки нейробластомы широко использовали 
разных проблем нейробиологии (НаНпе, Зее4$, 





* Клетки нейробластомы М№1852а и ее гибрид 78. 
—45 
ставлены Т. Н. Игнатовой (ЦИН АН СССР, ат 
дарность за интерес к работе и обучение методам 
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развития ы и ‘за, проблем генетики мозга и его системной 
организации (Ата-Мурадова, Зазулин, 1981), для 

уя оса ) , ‚ для исследования 
электровт роцессе ‘созревания нейронов и формиро- 
вания нервно-мышечных связей '(Ме!зоп, 1975), для изучения плаз- 
матической м как регулятора роста и дифференцировки 
/ а ик . : 

(Игнатов ь ) и клеточных взаимодействий (ТВотрзоп е| а|., 
1982). 

Особый р представляет тот факт, что нейробластома 
содержит разре разные элементы нейромедиаторных систем: 
ферменты синтеза и утилизации ряда нейропередатчиков, транс- 
портные системы переноса медиаторов, рецепторы нейромедиа- 
торов (ВагКег е{ а|., 1982). Появились первые сведения о наличии 
в гибридных клетках нейробластомы участков рецепторного связы- 
вания [.- Н-глутамата (Ргаза@ е{ а|., 1981). Однако до сих пор 
нет сведений о принадлежности этих глутаматсвязывающих участ- 
ков к физиологическим глутаматным рецепторам. 

В связи с этим нам казалось целесообразным сопоставить 
связывающие и ионтранспортные функции глутаматных рецепто- 
ров в одной модельной системе ш уго. Для усиления дифферен- 
цировки клеток мы применяли различные методы химического 
воздействия. Таким эффективным приемом для проявления выра- 
женной морфологической дифференцировки был способ культиви- 
рования клеток с добавлением в среду диметилсульфоксида. В этом 
случае клетки сохраняли и усиливали свойства родительского 
клона, например увеличивали электровозбудимость и хемочув- 
ствительность мембран. Гибридные клетки отличались значительно 
большим размером сомы клеток, чем исходные клетки нейробла- 
стомы, сравнительно высоким мембранным потенциалом и устой- 
чивостью клеточной мембраны для стабильной регистрации мемб- 
ранного потенциала (МП) в течение длительного периода. Нами 
были исследованы клеточные культуры №18Те2а и гибридные 
клетки 78—45 8, которые изучали на стадии активной пролифера- 
ЦИИ. 

Клетки исходного клона (№18Те2а) имели округлую форму, 
образовывали один или несколько коротких отростков, размеры 

ев ем 10—15 мкм (Фридлянская, 
их сомы не превышали в средн а Собой 
1984). Гибридные клетки в этих условиях представля- 

‹ короткими многочисленными 
клетки с диаметром Во-во смам и р С ‹ ирования 
отростками (рис. 28). В присутствии в среде культивир # 
диметилсульфоксида (ДМСО) клетки обеих линий увеличивали 
ульф а бридных клеток увеличивалась 
размеры, причем сома отдельных гибрид нЕ 
иногда до 80-100 мкм. Оказалось, что для ны " 
ней й МП большинства клеток не пре- 
ейробластомы среднее значение ^ петствии ДМСО он повы- 
вышало 13—17 мВ, в то время как и что регистрация МП 
о , - 
шался до 25 мВ. Причем следует о затруднялась неустойчи- 
В исходном клоне клеток существенн микроэлектродами 
востью МП и легкостью повреждения ами В 


Дамбинова и др., 1984а). 


Гибридные клетки 78—45Ж8 отличались большей устоичи- 
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Рис. 28. Гибридные клетки ней 
ном. Увеличение: х10 000 


робластомы 78 =45 Ж8, окрашенные азур-ази- 


востью МП, который колебался в среднем от 30 до 40 мВ. Отдель- 
ные клетки гибридного клона имели МП, достигавший значения 
45—56 мВ. В присутствии ДМСО процент этих клеток увеличи- 
вался, однако при длительном культивировании нейронов в присут- 
ствии этого агента МП значительно снижался. 

Наблюдалась также значительная разница в физиологических 
ответах клеточных популяций на аппликацию нейромедиаторов. 
Например, из 100 клеток гибридного клона 78—45Ж8 только 
несколько клеток изменяли МП при добавлении серотонина, 
в то время как остальные клетки практически не давали физио- 
логического ответа на аппликацию этого нейромедиатора. 

Хемочувствительность гибридных клеток 78—45Ж8 практи- 
чески не отличалась от этих свойств родительского клона нейро- 
бластомы. Однако культивирование гибридных клеток в присут- 


ствии ДМСО вызывало появление хемочувствительности к ацетил- 
холину и [.-глутамату, в то время как исходные клетки №18Т=2а 
не реагировали на эти 


нейромедиаторы в аналогичных условиях. 
Деполяризация мембраны для обоих нейромедиаторов не пре- 
вышала 30—40 % 


от уровня исходного мембранного потенциала, 
но была стабильной в течение 30—40 мин регистрации. Количество 
клеток, способных реаги 

стало на 40—50 % 


ровать на данные ней 


ительное культивиро- 
тельности. 
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добавлении в среду культивирования низких концентраций (10-8 М) 
конканавалина А (Кон А). В этом случае появлялась избира- 
тельная чувствительность клеток к глутамату, причем на сравни- 
тельно длительных сроках культивирования с Кон А (до 3 суток) 
Этот эффект наблюдался у большинства клеток с высоким МП и 
был сравнительно устойчив при повторных аппликациях глута- 
мата. 

Влияние Кон А на повышение чувствительности мембран 
кглутамату наблюдали и ранее (Кепое, 1978). Этот эффект объяс- 
нялся отсутствием или снятием эффекта десенситизации и акти- 
вацией глутаматных рецепторов в присутствии Кон А. В этих 
исследованиях Кон А добавляли, как правило, в момент регистра- 
ции, в то время как в наших условиях клетки подвергались дли- 
тельному культивированию в присутствии лектина, который вызы- 
вал кластеризацию на мембране и изменение морфологической 
картины нейронов. 

Создается впечатление, что только в гибридных клетках нейро- 
бластомы происходило функциональное «созревание» рецепторов 
для глутамата или, возможно, их латеральная диффузия с образо- 
ванием кластеров активного хеморецепторного комплекса. Глута- 
матузнающие рецепторные участки, как было нами показано, 
уже имелись на мембране клеток нейробластомы, но не отвечали 
на аппликацию нейромедиатора без специальных приемов усиле- 
ния дифференцировки. 

Наличие рецепторных глутаматсвязывающих участков в клет- 
ках нейробластомы подтверждается не только данными радиоли- 
гандного связывания 1.-3Н-глутамата, но и иммунофлуоресцент- 
ным методом с помощью МКАТ (Дамбинова и др., 1987). Нами 
исследовано распределение моноклональных антител к глутамат- 
связывающим мембранным белкам на клетках исходного клона 
нейробластомы и ее гибрида. Было показано наличие специфи- 
ческой флуоресценции в обоих клонах, причем характерное свече- 
ние клеток в большей степени наблюдалось у гибридных клеток 
78—45Ж 8 (рис. 29). Вместе с тем функциональная зрелость этих 
клеток для исследования физиологических ответов глутаматных 
рецепторов явно недостаточна и требует усиления нейрональных 
признаков. Вполне возможно, что чувствительность мембран к глу- 
тамату проявляется на более высоком уровне рен 
и биохимической дифференцировки и зависит от факторов, о 

ственных за кластеризацию хеморецепторного комплекса, в 
я за организацию хемовозбудимых ионных кана 

Не нейрона. Е ии 

азвитие методов культивирования нейронов в рока, 

х физиологических ответов позволило ыы нерв- 

олзанных с изучением таких Е = жа > сказалось ограни- 

а. ВНР" нцированности клеток в КУЛЬ” 
м вследствие низкой дифференцир 


ии нейроме- 
, а также методическими трудностями ее ео 
АИаторов и их аналогов в среду инкубации 


113 
8 
* Дамбинова 


лов в мемб- 

















































Рис. 29. Микрофотог 
клональных антител к гл 
крыс в гибридных клет 


рафия распределения флуороизотиоцианат-меченых моно- 
утаматсвязывающим мембранным белкам головного мозга 
ках нейробластомы 78=45Х 8. Увеличение: х30 000 


изолированных пирамидных нейронов гиппокампа мозга крыс 
(Кискин и др., 1986). 


4.3. Исследование механизмов активации 
и блокирования ионных каналов, 
управляемых 1.-глутаматом 


х регистрируемых со- 


, представ- 
пору», выстланную изнутри гидрофильными 
цепторный участок связывания нейроме- 


‚› как это предположено 


— ионный канал (СВапбецх е{ а|., 
1980). В этом случае срод 


Для выявления закономерностей фу 
управляемых ионных ка 
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нкционирования глутамат- 
налов следует обратить внимание на дан- 
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ные отом, что тетродотоксин — блокатор электровозбудимых Ма *- 
каналов — не влиял на процесс деполяризации вызванный [-- Ё 

таматом (МебвапзБегоег, Рий, 1972). Следовательно [.-глул ди 
и тетродотоксин не конкурировали за общ; льно, [.-глутамат 


бщие участки 

: 2 ) связывания 
на хемовозбудимой мембране нейрона, т. е. глутаматуправляемые 
каналы не совпадали по свойствам с потенциалзависимыми кана- 


лами для нонов Ма” (№51, Сопз{апи, 1979). 


Изучение типов ионов, проходящих через каналы активирован- 
ного глутаматного рецептора, представляет интерес не только для 
получения информации о геометрии глутаматуправляемых кана- 
лов, но и дает возможность предположить характер ионогенных 
групп белков и липидов, определяющих специфичность этих кана- 
лов. Сведения о том, что ионы Са?*+ играют важную роль в проду- 
цировании возбуждающей деполяризации, хотя и в меньшей сте- 
пени, чем ионы Ма+ (МсГеппап, 1983), предполагают наличие 
глутаматуправляемых Са *"-каналов. Обнаружение избирательной 
проницаемости, вызванной глутаматом для ионов К\и С!` при 
гиперполяризации клеток, свидетельствует в пользу наличия кана- 
лов для этих ионов, регулируемых глутаматными рецепторами. 
Вполне вероятно, что природа ионов, проходящих через каналы 
активированного глутаматного рецептора, определяется типом 
нейронов и их функциональной специализацией. 

Существенный интерес для выявления структуры и функции 
глутаматного рецептора вызывают результаты анализа изменений 
ионной проводимости мембран при воздействии одной молекулы 
глутамата с одним активным центром. Такой подход к оценке 
активного состояния хемовозбудимых ионных каналов применялся 
при исследовании «мембранного шума», который позволил опреде- 
лять интенсивность и временные характеристики проводимости 
одного ионного канала при аппликации глутамата (Си|-Сап4у 
е{ а|., 1980, 1984, 1987). Вместе с тем, как отмечает Крышталь 
и др. (1986), кинетические параметры активации ионных каналов 
глутаматных рецепторов в нейронах описаны крайне недостаточно. 

Данные о стехиометрии глутамат-рецепторного взаимодей- 
ствия были представлены ранее в работах Бэркера и Рэнсома 
(Вагкег, Вапзот, 1978), которые показали, что величины соотно- 
шения глутамат : рецептор, вычисленные по кинетическим кривым 
(доза—ответ), колеблются в пределах единицы, в То время как 
по данным Оомуры и др. (Оотига е1 а|., 1974) это ооозиоение 
равняется 2:1. Эти авторы предполагают взаимодействие двух, 
а не одной, как в первом случае, молекул глутамата о 
ЧЫм активным центром рецептора на плазматической р 
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елей изучения механизмов 5 
з адекватных моделе уч е . 


о нейро 
ния глутаматных рецепторов в нейр 
оказался метод «фиксации концентрации» о. 
‚ Кискин Р: ьтатом анализа 

и др., 1986). Резул а. 
управляемых к в р при оотейвЫ нейронах ны 
Пределение «функциональных» констант диссоциац 
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лексов рецептор—лиганд как при активации, так и при десенсити. 


„ана“ 
зации рецепторов возбуждающих ре: ар прямая и сравнен! 
регистрация процесса десенситизации (Кискин, ). Анализ этих эти г 
данных с помощью расчета коэффициента Хилла позволяет сде. Чана ом и | 
лать предположение о том, что для активации глутаматного ством К акт 
рецептора необходима одна молекула Г.-глутамата. Из яда 


Измерение вольт-амперных характеристик токов, вызванных 
воздействием Г-глутамата и его агонистов каината и квисквалата, 
обнаружило, что эти токи, переносящиеся преимущественно 


й мухи 
ионами Ма+ и К+, линейно зависят от потенциала и имеют один и м онаптич 
тот же потенциал реверсии (Кискин и др., 1986). Следовательно, . снижен 
рецепторы, активируемые [.-глутаматом, каинатом и квисквала- ое ОКОВ | 
том, управляют каналами, сходными по потенциалозависимости ческ тантамь 
и ионной проницаемости. Это предполагает идентичность рецепто- с конс й Др 
ров, на которые воздействуют агонисты (Кискин и др., 1985). константо 


Исследование количественных характеристик взаимодействия 
[-глутамата и его аналогов с рецепторами возбуждащих амино- 
кислот в мембране нейронов головного мозга показало, что в функ- Одним из с 
ционировании комплекса рецептор—ионный канал существенную механизмов ар 
роль играют $Н-группы белка (Кискин, 1987). В качестве реагента, рецепторов мог 
модифицирующего З$Н-группы, были использованы соли ртути. к разным анти 


Оказалось, что глутамат- и каинат-активируемые токи полностью антитела спосо 
и необратимо блокировались ионами Не?+ (2. 10——2. 10-5М), ным антигенн 

причем аппликация глутатиона или цистеина снимала в большин- ныеит ы 
стве случаев блокирующее действие ртутьсодержащих соединений. ранспор. 


обнаружено, Е. 
каналами с К, 


Восстановления ответов нельзя было добиться, если в среду ин функц 
инкубации добавляли вещества, не содержащие свободные $Н- Дет юска Р!апо 
группы. По-видимому, в активации рецепторов [.-глутамата прини- д "рминантам 
мают участие конформационные перестройки субъединиц, обеспе- ствие аф 
чивающиеся дисульфидными (—5—$—) связями так как аго- ствие Е: р 
нисты непосредственно не взаимодействуют с $Н-группами. Пока "ало СНниже Лута 
неясна локализация этих групп в молекуле рецептора, находятся еННого НИЕ Гр 
ли они в рецепторном участке или в канальной части белкового “Ва и д у Педали 
комплекса. куба р., 19876) 
Одним из информативных подходов к исследованию свойств ЦВИ мии Не из 
синаптических ионных каналов является изучение воздействия П нед М 


на них фармакологических и п 
и др., 1984, 1986). Этот подх 
В связи с появлением избирател 
матуправляемых ионных кана 


риродных блокаторов (Магазаник 


‚ причем все они проявляли свой 

Е лишь в относительно высоких концентрациях (Мо\аК её а1., 

—. З4еуепз, 1986). С другой стороны, Магазаник и др. (1984) 

наружили, что найденные ими фармакологические блокаторы 
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в 100 раз более эффективно действуют на глутаматчувствительные 
каналы синаптических зон мышечных волокон личинки мухи 
по сравнению с тубокурарином и хлоризондамином. Показано, 
что эти блокаторы с высокой скоростью связывались с открытым 
каналом и медленно его покидали, т. е. обладали высоким срод- 
ством к активным глутаматным рецепторам. 

Из яда пауков Аге!ора 1ораёа выделен природный нейро- 
токсин — аргиопин, обладающий сильным блокирующим постси- 
наптическим действием на глутаматергические синапсы личинки 
мясной мухи (Магазаник и др., 1986). Аргиопин обладал только 
постсинаптическим эффектом: в концентрации 3 - 10-7 М он вы- 
зывал снижение на 50 % амплитуды возбуждающих постсинапти- 
ческих токов и оказался способным блокировать открытые каналы 
с константами К= (1.00.3) - 10-8М 1-1 и К, = (55-12) с-! и 
константой диссоциации К, = (6.71.5) . 10-7 М. Кроме того, 
обнаружено, что аргиопин взаимодействовал также с закрытыми 
каналами с К‚= (4.41.4). 10" М. 

Одним из современных перспективных инструментов анализа 
механизмов активации и блокирования функции глутаматных 
рецепторов могут служить моноклональные антитела, полученные 
к разным антигенным детерминантам рецепторного белка. Эти 
антитела способны взаимодействовать специфически с определен- 
ным антигенным участком, модулируя или блокируя ионселектив- 
ные и транспортные функции (Дамбинова и др., 1984). Так, при 
изучении функционирования глутаматных рецепторов в нейронах 
моллюска Р|апогЬаг!1$ согпецз оказалось, что МКАТ к узнающим 
детерминантам рецептора оказывают существенное модулирующее 
действие на физиологические ответы нейронов. Обнаружено, что 
действие [.-глутамата на рецепторы в присутствии МКАТ вызы- 
вало снижение гиперполяризующего ответа, обычно хорошо выра- 
женного у педальных нейронов пресноводного моллюска (Дамби- 
нова и др., 19876). Аппликация очищенных фракций МКАТ в среду 
инкубации не изменяла мембранный потенциал клеток. Между тем 
сдвиг МП нейронов в ответ на Г-глутамат наблюдался в случае 
предварительной инкубации с антителами. ; 

Для модулирующего действия МКАТ не имеет значения, какой 
физиологический ответ наблюдался у нейрона. Можно предста- 
ВИТЬ, что полученные антитела не влияют непосредственно на ра- 
боту ионного канала, а, вероятнее всего, препятствуют взаимодей- 
ствию нейромедиатора с рецептором. 

Бзжетдо, т ее рецепторы отличает высокая ско- 
Рость десенситизации, т. е. они быстро инактивируются во время 
воздействия постоянной концентрации [.-глутамата. Для того чтобы 
ИЗбежать десенситизации, исследователи обрабатывают препараты 
Растительным лектином — Кон А (Кеное, 1978). Впоследствии было 
Показано, что использование Кон А не вносило существенных 
искажений в измерение кинетики активации и еее а ДМЙ 
матных рецепторов, хотя наблюдали пекахорое унсвыщени вр 
Мени жизни этих каналов (Магазаник и др., 1984). 
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Важной характерной чертой десенситизации вы от- 
йронов гиппокампа является независим нетики 
ен агониста и от поддерживаемого на мембране 
ие Среди исследованных аналогов 
потенциала (Кискин, 1987). Сред ОЕ 
[-глутамата были обнаружены как вещества, ноя а 
цепторы, но не вызывающие их десенситизации а та 
и домоат), так и вещества, вызывающие лишь д ацию 
ецепторов (иботенат). 

ь > ТИ м дали возможность Крышталю и сотр. (1986) пред- 
положить, что глутаматные рецепторы имеют особые специфи- 
ческие центры для связывания агонистов — «центры десенситиза- 
ции», причем сродство Г.-глутамата и его агонистов к этим цент- 
рам существенно выше, чем к центрам активации. На основании 
этой гипотезы авторы объясняют данные независимости кинетики 
десенситизации от концентрации агонистов тем, что все центры 
десенситизации в первую очередь реагируют с молекулами агони- 
стов и дальнейшее развитие процесса десенситизации опреде- 
ляется уже внутренними конформационными перестройками ком- 
плекса рецептор—ионный канал. Такая «двухцентровая» схема 
глутаматного рецептора позволяет описать ряд эксперименталь- 
ных данных, полученных при измерении кинетики и стационарных 

характеристик глутаматактивируемых ионных токов. 

Таким образом, сопоставление данных количественных харак- 
теристик ионных каналов, управляемых глутаматом в синапсах 
ПОЗВОНОЧНЫХ И беспозвоночных, свидетельствует в пользу различия 
механизмов активации ионселективных каналов глутаматных ре- 
цепторов, причем у последних они характеризуются более высокой 
кооперативностью и потенциалозависимостью кинетики спада глу- 
таматактивируемого тока. Это предполагает поиск новых фармако- 
логических и природных блокаторов глутаматных рецепторов, 


избирательно действующих на нервно-мышечные синапсы и цент- 
ральные синапсы млекопитающих. 


4.4. Регуляция функции глутаматных рецепторов 
головного мозга 


Понятие «регуляция функции рецепторов» объединяет 
широкий класс эндогенных и экзогенных воздействий на постси- 
наптическую мембрану, приводящих не просто к изменению мо- 
лекулярных свойств мембранных компонентов, но и к соответст- 
вующему изменению эффективности синаптической передачи. 

Имеются две альтернативы относительно механизмов регуля- 
ции синаптической эффективности: изменение сродства нейроме- 


диатора к рецептору или вариации количества рецепторных моле- 
кул на постсинаптической мембране. 


Следует отметить, что длительное в 
зрения, согласно которой местом актив 
метаболизма нейроно 
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тролирующая метаболизм и выброс нейромедиатора. В пользу 
этой точки зрения свидетельствовали многочисленные факты, ука- 
зывающие на изменение выброса квантов медиатора при форми- 
ровании различных видов деятельности в головном мозгу. Пост- 
синаптическим структурам при этом отводили либо пассивную 
роль, либо их вообще не рассматривали в качестве участников 
синаптических событий. 

Решение вопросов о механизмах синаптической пластичности 
осложнилось появлением данных об огромном числе нейроактив- 
ных пептидов, обнаруженных в мозгу млекопитающих. Необхо- 
димость объяснения многих фактов, имеющих непосредственное 
отношение к процессам приема и перекодировки химических 
сигналов в нервной системе, заставила исследователей обратиться 
к экспериментальным данным, свидетельствующим об активности 
постсинаптических мембран в регуляции эффективности межкле- 
точных взаимодействий в ткани головного мозга (Комиссаров, 
1985, 1986). 

Как уже упоминалось, истинное рецепторное взаимодействие 
глутамата с мембранами не зависит от присутствия ионов Ма+, 
в то время как транспорт и поглощение глутамата на мембране 
требует высоких концентраций этих ионов (Еоз{ег, КоБег{з, 1978). 
Для рецепторов глутамата была выявлена зависимость лиганд- 
связывающих характеристик от присутствия в среде инкубации 
одновалентных катионов. Оказалось, что ВЬ+, С$+, и К+ обла- 
дали дозозависимым ингибирующим действием, тогда как ионы 
№ + имели бифазную зависимость в широком диапазоне кон- 
центраций (Ваицагу, ГупсН, 1979). 

Двухвалентные катионы, в частности Са?+ и Ме?+, оказывали 
значительный стимулирующий эффект на связывание радиоактив: 
ного глутамата с синаптическими мембранами, причем ионы Са 
в очень низких концентрациях преимущественно повышали коли- 
чество связывающих участков для глутамата без изменения срод- 
ства рецепторов к нейромедиатору (Вацагу ей а1., 1981): 

Это обстоятельство позволило Бодри и Линчу (Вацагу, Гупсв, 
1981, 1983а, 6) предположить, что Са?+ стимулирует появле- 
ние «дополнительных» глутаматных рецепторов за счет актива- 
ции Са?+-зависимых протеаз, «демаскирующих» глутаматчувстви- 
тельные участки постсинаптических мембран. Авторы допускали, 
что эффективность синаптической передачи в этом случае резко 
Возрастает, как, например, в гиппокампе при посттетанической 
потенциации благодаря появлению новых или «демаскированных» 
Глутаматных рецепторов. 

Стимулирующий эффект ионов Са?+ другие исследователи 
(МИ Четоге её а|., 1983) объясняют существованием специфиче- 
ских Са?+-независимых и Са?+/С!-зависимых глутаматсвязыва- 
ЮЩих участков, обладающих одинаковым сродством к лиганду, но 
значительно различающихся по емкости рецепторов на мембране 

ОвНа её а|., 1986а). 
ри внимательном рассмотрении этих гипотез видно, что они 
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не противоречат друг другу, а дополняют Инь 
представления о возможных регуляторных мех: ффек- 
тивного взаимодействия в центральных синапсах. 

Состояние мембраносвязанных глутаматных рецепторов вре 
деляется также и состоянием липидного окружения ат 
макромолекулы (Роз{ег её а1., 1982). Как выяснилось, любая обра- 
ботка синаптических мембран реагентами, действующими на ли- 
пиды, приводит к необратимому ингибированию связывания радио- 
активного глутамата (М!сВаез е{ а|., 1981а). Подтверждением 
такого предположения явилось выделение из синаптических мем- 
бран фактора ганглиозидной природы, который, по мнению неко- 
торых исследователей, регулирует активность глутаматных рецеп- 
торов (НоЙтапп, ЗеЦег+, 1986). 

Участие фосфолипидов в регуляции глутаматных рецепторов 
было теоретически обосновано еще в 1960 г. Кертисом и Уоткин- 
сом (СигИз, \Ма1пз, 1960), которые показали сходство полярной 
группы фосфатидилсерина со структурой глутамата. Впоследствии 
это предположение подтвердилось результатами химико-фарма- 
кологических экспериментов (Раво, Роз{ег, 1983; Пиотровский 
и др., 1986). 

Не менее интересные данные об участии разных фосфолипидов 
в сборке и функционировании глутаматного рецептора были полу- 
чены в исследованиях по реконструкции его из частично очищен- 
ных фракций мембранного белка (Кузнецов и др., 1979). По этим 
предварительным данным создается впечатление, что липидное 
окружение белковой молекулы влияет на функциональное состо- 
яние рецептора и поддерживает его в рабочей конформации (Таш- 
мухамедов и др., 1983). 

Интеграция электрических и метаболических процессов на мем- 
бранах нейронов подразумевает наличие в них специальных фак- 
торов, способных служить передатчиками изменений на внешней 
мембране внутрь клетки. Как показано многочисленными рабо- 
тами, роль таких молекулярных интеграторов играют внутрикле- 
точные «вторичные посредники» — циклические нуклеотиды и 
ионы Са?+ (Перцева, 1976, 1982). 

В настоящее время механизмы регуляции через внутриклеточ- 
ные «вторичные посредники» продемонстрированы практически 
для всех рецепторных структур, в частности и для глутаматных 
рецепторов (Этингоф, 1987). 

Однако сопряжено ли постсинаптическое взаимодействие глу- 

тамата с системой нуклеотидов непосредственно в синапсах, пока 
неясно. Известно, что инкубация срезов мозга морской свинки 
(ЗВити2и е{ а|., 1974) или мозжечка крыс (Еоз{ег, КоБегз, 1980) 
с глутаматом резко увеличивает содержание сАМР. Несмотря 
на то что данные не были подтверждены для других млекопита- 
ющих (Сох, 1977), такой эффект наблюдался в нервно-мышечных 
синапсах насекомых, в которых была обнаружена специфическая 
глутаматчувствительная аденилатциклаза (КоБпзоп, 1980). 

Большинство исследователей склоняется в пользу гипотезы 
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о возможном внесинаптическом сосуществовании системы Са?+- 
циклические нуклеотиды с аминокислотными рецепторами ЦНС. 
Так, для глутаматных рецепторов оказалось, что более важную 
регуляторную роль играютсС МР и Са?+ (Сагёп\айе, Ва[аге, 1978). 
Изучение особенностей влияния последних привело некоторых 
исследователей к выводу о возможности внесинаптической лока- 
лизации глутаматных рецепторов, связанных с глутаматчувстви- 
тельной гуанилатциклазой. Полагают, что данный фермент может 
ВХОДИТЬ В систему активного транспорта глутамата вне синапса 
(Саг{И\аЦе, Ва|!ате, 1981; Сагмайе е! а|., 1986). 

Участие гуаниловых нуклеотидов в регуляции узнающей функ- 
ции глутаматных рецепторов можно проиллюстрировать результа- 
тами экспериментов по специфическому связыванию радиоактив- 
ного глутамата с синаптическими мембранами. Обнаружено, что 
только с@МР способен ингибировать рецепторное связывание 
путем снижения сродства глутамата к рецептору. Количество свя- 
зывающих участков в этом случае не изменялось. Активность 
гуаниловых нуклеотидов убывала в ряду: сСМР, СТР, СОР, гуа- 
нозин (ЗНагй, Корегёз, 1980, 1981). 

Большинство рецепторов глутамата имеет синаптическую лока- 
лизацию и участвует в проведении высокоскоростных сигналов. 
Поэтому естественно предположить, что в механизм регуляции 
функции быстродействующих глутаматных рецепторов должны 
включаться модуляторы, способные быстро изменять конформа- 
цию глутаматуправляемых ионных каналов. 

Действительно, в последние годы стали накапливаться данные 
о модулирующем действии малых пептидов на активность глу- 
таматных рецепторов. Так, появились сведения о выделении 
№-ацетиласпартилглутамата, который ингибировал специфическое 
связывание радиоактивного глутамата с синаптическими мембра- 
нами, причем его сродство было выше, чем у самого нейромеди- 
атора (ГазсеК е{ а1., 1983). Хотя авторы пишут о модулирующем 
действии этого низкомолекулярного пептида на глутаматные ре- 
цепторы, они все же склоняются в пользу медиаторной роли спа- 
глуминовой кислоты (тривиальное название М-ацетиласпартил- 
Глутамата) (КбоПег, Соуе, 1984). Позднее была опубликована 
работа других исследователей (Е1уегоз, Оггеро, 1984), в которой 
были поставлены под сомнение выводы предыдущих авторов 
0 том, что указанный пептид является нейромедиатором в мозгу 
млекопитающих и способен оказывать возбуждающий эпилеп- 
тиформный эффект на грызунов. 

Вместе с тем возможность существования специфических моду- 
ляторов пептидной природы для глутаматных рецепторов кажется 
теоретически вполне обоснованной, и появление в последние годы 
конкретных экспериментальных фактов подтверждает эту интерес- 
ную гипотезу (Дамбинова, 1983). 

К первым фактам, свидетельствующим в пользу этого предпо- 
ложения, могут быть отнесены результаты, которые были получены 
При активации хемовозбудимых Ма”-токов в срезах стриатума 
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(Расз, Еозег, 1983). Было убедительно Е о что 
}-глутамильные дипептиды с В-конформацией явля я хорошими 
антагонистами глутаматных рецепторов, например ММПА-типов. 
Наиболее яркий эффект наблюдали для у-глутамилглицина 
(см. раздел 2.2). 

С другой стороны, появились данные о повышении связывания 
глутамата и его аналогов в присутствии глутаматсодержащих 
пептидов. Большой эффективностью в этом случае обладали фе- 
нилаланилглутамат, лейцилглутамат и метионилглутамат (Пиот- 
ровский, 1987). Однако эта закономерность не подтвердилась для 
циклического аналога глутамата — каиновой кислоты. Возможно, 
что глутамилпептиды, участвующие в процессах транспорта глу- 
тамата в синапсе, конкурируют с каиновой кислотой за участки 
связывания, поскольку последней также приписывают участие 
в процессах специфического поглощения нейромедиатора в си- 
напсе (Соуе, 1983). 

Как видно из представленных в данном разделе фактов, проб- 
лемы регуляции функции глутаматных рецепторов находятся пока 
на стадии гипотез. Вместе с тем справедливость высказанных 
предположений уже подтверждается рядом клинико-эксперимен- 
тальных фактов. Так, появились данные об эффективном антикон- 
вульсантном действии некоторых глицилсодержащих пептидов и 
7-аминовалериановой кислоты, которые участвуют в регуляции 
транспорта медиаторных аминокислот, включая глутамат ($а- 


Пока мы касались лишь механизмов, участвующих в регуляции 
самого взаимодействия глутамата с мембранами. Однако этим 
не исчерпывается все разнообразие клеточных ругуляторных про- 
цессов, которые контролируют активность функции глутаматных 
и других нейрорецепторов. Заслуживают внимания в этом плане 
данные, касающиеся посттрансляционной модификации рецептор- 
ных белков, которые не только регулируют функцию мембранных 

‚› НО и, как полагает ряд исследователей, способны 
Участвовать в механизмах формирования следов памяти (Круг- 
ликов, 1981; Микеладзе, 1986). 

Важно отметить, что на полирецепторной мембране нейрона 
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ИН ^ нейрорецепторов, в том числе глутаматных рецепторов, следует 
маток упомянуть не только процессы регуляции синтеза ры. 
46 9бл а, ЕН НА меморане, но и рассмотреть некоторые реакции био- 
аа | деградации этих компонентов, которые ответственны за общее 
тв а С | о активно функционирующих рецепторов на нейронах. 
лот а редполагается, что регуляция процесса биодеградации происхо- 
$ ` Вон, 11 дит путем интернализации — удаления внутрь клетки и затем по- 
ране рта падания в Лизосомы, где происходит обычно лишь частичное 
Той За \ расщепление белковых субъединиц (Сергеев‚ Шимановский, 
СЫвают 1987). Оставшиеся субъединицы рецептора могут рециклироваться 
медиато Ч и появиться снова на поверхности клеток. Как эти процессы идут 
рав, конкретно у глутаматных рецепторов,. пока неясно. Остается 
и только полагать, что общие механизмы рециклирования у боль- 
фактов пр. шинства нейирорецепторов схожи. Очевидно, этот механизм позво- 
В находятся ое ляет клетке быстрее восстанавливать уровень хемочувствитель- 
сть высказаны ности нейрональных мембран без активации соответствующих 
НиКо-Экепериые: генов-регуляторов (Мопате4 е{ а|., 1984). 
Е ТИВНОМ АЛИК Интересные зависимости изменения количества глутаматных 


рецепторов наблюдались в коре больших полушарий и гиппокампе 
и крыс линии КМ с генетической склонностью к аудиогенным судо- 
уют в ре т рожным припадкам во время судорожных реакций (Дамбинова, 
Я глутамат (№ Городинский, 1982; Демина и др.; 1982). Причины такого изме- 
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нения количества глутаматных рецепторов до и после аудиоген- 
щих в регу ных судорог могут быть связаны с дисфункцией генетического 
я Однако 9 аппарата нейронов гиппокампа, в которых отмечали изменение 
. яторны синтеза РНК в ядрах клеток (Разумовская и др., 1981). 
тул мати Таким образом, суммируя вышеизложенное, можно предста- 
ции ГЛ м И вить, что глутаматные рецепторы представляют собой сложный 
ия В едет? регуляторный комплекс на мембране, взаимодействие субъединиц 
‚кащи ринй которого зависит от целого ряда факторов: наличия катионов, 
ЦИЮ ме 0088 циклических нуклеотидов, ганглиозидов и некоторых глутамат- 


й, и содержащих пептидов. Известно, что выброс нейромедиаторов 


в синапс обычно сопровождается повышением концентрации ионов 
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на мембране нейрона. Можно допустить, что одним из таким собы- 
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каналов сверхпроводимости для ионов Ма”, которые могут вклю- 
чать в свой комплекс и систему скоростной утилизации нейромеди- 
аторов (Дамбинова, 1983). й . 

Можно допустить, что хеморецепторный комплекс, «узнающий» 
Т.-глутамат, имеет несколько модуляторных участков связывания, 
которые определяют режим эндогенной активации и блокирования 
глутаматного рецептора. Анализ механизмов рецепторного свя- 
зывания [.-глутамата с синаптическими мембранами свидетель- 
ствует о том, что сродство нейромедиатора к рецептору не оста- 
ется постоянным в присутствии разных модуляторов, а может из- 
меняться от низкой аффинности к средней и высокой степеням 
сродства, которые, как полагают, соответствуют разным конфор- 
мационным состояниям хеморецепторного комплекса. Существен- 
ное значение в этих процессах, по-видимому, принадлежит низко- 
молекулярным факторам пептидной природы. 

Вопрос о молекулярном строении синаптических регулятор- 
ных факторов пептидной природы остается пока открытым. Не 
исключено, что одним из этих факторов может оказаться выде- 
ленный нами эндогенный ингибитор специфического связывания — 
ФИС. Предполагаемое наличие в его структуре нескольких остат- 
ков глутаминовой кислоты укладывается в представление об одно- 
временной «маскировке» нескольких «узнающих» участков 
в структуре активного центра рецептора, возможно отстояших на 
расстоянии, соответствующем — (СН?) —, где п=2 или 8 (см. раз- 
дел 2.3). 

Регуляция эффективности синаптической передачи нейронов 
определяется не только процессами активации связывания [.-глу- 
тамата с «узнающими» участками рецептора, не только «плот- 
ностью» активных глутаматных рецепторов на мембране, но также 
и взаимной организацией отдельных структурных субъединиц 
макромолекулы и их взаимодействием в рецепторном комплексе. 

Механизмы функционирования глутаматных рецепторов нуж- 
даются в дополнительных исследованиях. Особенно это касается 
факта существования глутаматных рецепторов в разных дискрет- 
ных состояниях ионного канала: неактивного (закрытого), актив- 
ного (открытого) и десенситизированного (инактивированного). 
Несмотря на это, уже сейчас можно видеть, что глутаматный ре- 
цептор представляет собой единый гликопротеид-липидный ком- 
плекс на мембране нейрона, имеющий три важных структурно- 


функциональных участка: рецепторный, ионофорный и модулятор- 
ный участки связывания лигандов. 
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Термин «клеточные рецепторы» в различных разделах 
биологии и медицины понимается по-разному. Однако общим для 
всех мембранных рецепторов является то, что они являются 
специальными структурами для приема, переработки химического 
сигнала и запуска специфической функции клетки. 

Для подавляющего большинства известных на сегодня мем- 
бранных рецепторов сложилась типичная ситуация: они обнару- 
жены, существование их доказано, вместе с тем развернутых дан- 
ных, касающихся их природы, физико-химических свойств и функ- 
ций, пока крайне недостаточно. Исключение составляют лишь 
некоторые из них, например холинорецепторы, рецепторы иммуно- 
глобулинов и рецепторы инсулина, бензодиазепиновые и опиатные 
рецепторы и др. 

Следует отметить, что иногда ссылка на изученность рецеп- 
торных взаимодействий и функций рецептора оказывается непра- 
вомерной вследствие исследования лишь простого ответа клетки 
на химическое раздражение. Этим, вероятно, объясняется большое 
число «новых» рецепторов на мембранах нейронов для множества 
синтезированных соединений. Е > 

Очевидно, нельзя также согласиться с той точкой зрения, что 
мембранный рецептор представляет собой любую макромолекулу, 
способную связывать какую-либо малую молекулу природного 
или синтетического происхождения, как это иногда представляют 
в ряде исследований. Более того, в некоторых работах "<РИК ое. 
понятия «белки как рецептор-несущие молекулы» или «РНК-ре- 

» и др. 

ее брриеи аЗН взгляды существенно путают 

биологической роли клеточных рецепто- 
нарпинуаЮнямАния «9бИНЕ и тканей живого организма. 
ров в функционировании органов е случайно организованными 
Следует признать, что они являются не слу етически «предусмот- 
структурами на поверхности клеток, хх нию 
рены» эволюцией для точного а Кез ео ре вай 
гической функции в клетке. Вполне во - 
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структурных компонентов диффундировать в меморане при воз- 
действии на них «новыми» тео веществами, 
образуя в зависимости от длительности контакта более или менее 
стабильный «псевдорецептор». - 

Истинное рецепторное взаимодействие, закрепленное в ходе 
эволюции, предполагает наличие генетически детерминированного 
структурного комплекса в составе клеточных мембран, состоящего 
по крайней мере из трех основных компонентов: лигандузнающего 
и модулирующего центров молекулы и структуры, способной пере- 
давать полученный сигнал для регуляции биологической функции 
клетки. В качестве последней структуры могут выступать как опре- 
деленные белки, сопряженные с системой внутриклеточных посред- 
ников, так и протеолипиды, образующие «каналы», «поры» и др. 

Согласно литературным и нашим данным, глутаматный рецеп- 
тор представляет собой единый макромолекулярный комплекс, 
состоящий из многокомпонентных субъединиц, регулирующих 
определенную последовательность событий на хемовозбудимой 
мембране нейрона. Скорость общего процесса зависит, возможно, 
от типа проходящего в клетку иона и лимитируется стадией от- 
крывания ионселективного канала. Функция связывания [.-глу- 
тамата и, по-видимому, функция открывания ионного канала 
контролируются несколькими факторами регуляции и определен- 
ным ионным окружением в синапсе. 

Кинетика процесса существенно зависит от утилизации или 
инактивации молекулы глутамата на мембране. Для глутамат- 
ных рецепторов можно представить три возможных регуляторных 
состояния: активное, неактивное и десенситизированное. В по- 
следнем случае аналогично ферментативному катализу происхо- 
дит угнетение активности рецептора при длительном взаимодей- 
ствии с нейромедиатором, если системы транспорта Г[.-глутамата 
и его устранения ингибированы в клетке. Допустимо предположе- 
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убедительные 
в патохимию 


ных рецепторов и глутаматутилизирующих систем в физиологиче- 
ском, неирохимическом и фармакологическом аспектах привело 
к расширению теоретических представлений о возможном значе- 
нии этого класса возбуждающих рецепторов в регуляции систем- 
ных поведенческих процессов у млекопитающих, включая че- 
ловека. 

Большой интерес в этом плане представляют дальнейшие 
исследования, имеющие целью раскрытие молекулярных меха- 
низмов участия аминокислотных рецепторов в процессах функ- 
ционирования нервной системы в нормальных и патологических 
условиях. 

Вполне возможно, что в данном случае нейрорецепторы, в том 
числе глутаматные рецепторы, могут быть использованы в каче- 
стве маркеров специфических функциональных взаимодействий 
в головном мозгу у высших млекопитающих в процессе выполне- 
м и ния разных видов деятельности и поведенческих реакций. Такие 
висит, Вознокь исследования предполагают применение в клинике нервных болез- 
ется стадией ней принципиально новых способов прижизненной регистрации 
В з метаболизма нейрорецепторов в головном мозгу у человека, напри- 
Вязывания [11 мер метода позитронно-эмиссионной компьютерной томографии. 
Я ИОННОГО Кана Другой особенностью перспективных исследований глутамат- 
яции и опреде ных рецепторов ЦНС является установление природных законо- 
мерностей функционирования их в условиях патологических про- 
т утилизаши и цессов мозга\ человека. К настоящему времени уже получены 

ля му" убедительные доказательства вовлечения глутаматных рецепторов 
. в патохимию ряда заболеваний ЦНС (эпилепсия, хорея Гентин- 
ггона, аффективные расстройства и др.). Наметились основные 
направления создания фармакологически активных веществ, спо- 
собных взаимодействовать с различными звеньями глутаматер- 
гической передачи нервных импульсов. Гетерогенность рецепторов 
глутамата создает предпосылки для поиска веществ, избирательно 
действующих на каждый из типов изорецепторов с целью дости- 
жения желаемого регуляторного эффекта. Необходимым условием 
для реализации такого подхода является более полное, чем это 
имеет место сегодня, представление о функциональной роли со- 
ответствующей рецепторной популяции и структурной Вонознмив 
их узнающего центра. зе : р 

Еще один аспект фундаментальных и прикладных ‘исследова- 

р иммунохимической «анато- 
НИЙ глутаматных рецепторов касается У * 
мии» наиболее важных антигенов головного мозга, особенно мовта 
человека. В этом плане сделаны лишь первые шаги. Совокуп- 

Е ть решить проблемы простран- 
ность этих данных дает возможность р. ь : 
ственной локализации глутаматных = 
р ные ни рецепторов, их 

из иммуно) . 
локализации в структурах головного мозга, Ао: елке и. 
низмах патогенеза эпилепсии, свидетельствует в НС га о. 
тивности использования глутаматных а: 
стве одного из информативных показателей стр} 
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ональных поражений возбуждающих путей в головном мозг, 


больного человека. Можно представить, что механизмы МНОГИХ 
заболеваний ЦНС, в том числе и эпилепсии, имеют под собой 
более сложные, чем это ранее предполагалось, процессы, которые 
затрагивают не только конкретные химические реакции в головном 
мозгу, но и вовлекаются в общий метаболизм, происходящий 
в организме больного человека. В этом плане представляется 
перспективным исследование целостности элементов гематоэнце- 
фалического барьера и изучение иммунных реакций организма на 
деструкцию нейронов и их мембранных компонентов. 

Наконец, нельзя умолчать об одной из быстро развивающихся 
областей биохимии нейрорецепторов — генно-инженерных иссле- 
дованиях. В литературе появились первые данные, касающиеся 
изучения механизмов синтеза и встраивания рецепторных белков 
путем выделения их мРНК и трансляции их в модельных системах. 
Перспективным представляется поиск и выделение генов, создание 
банка кДНК, кодирующих синтез этих мембранных белков. Откры- 
ваются совершенно уникальные возможности для анализа генов 
нейрорецепторов, в том числе глутаматных рецепторов, мозга чело- 
века. Дальнейшие исследования в этом направлении могут ока- 
заться полезными, с одной стороны, для выяснения механизмов 
взаимосвязи генома нервной клетки с ее функцией и, с другой — 
для разработки новых способов диагностики и лечения заболе- 
ваний мозга человека. 

Установление практической значимости глутаматных рецепто- 
ров для выяснения механизмов нервно-психических заболева- 
ний — это не единственное, что представляет интерес для меди- 
цины. Появились уже конкретные примеры использования разных 
антагонистов глутаматных рецепторов против явления укачива- 
ния, некоторых производных глутамата — при токсическом дей- 
ствии высоких парциальных давлений кислорода. Ряд сильных 
антагонистов глутаматных рецепторов могут быть полезны с ле- 
чебной целью при инсультах. Кроме того, эти антагонисты могут 
составить основу для создания малотоксичных инсектицидных 
препаратов для сельского хозяйства. 

Современное положение науки о мозге таково, что оно не может 
развиваться дальше без достаточно полного знания нейрохимиче- 
ских механизмов взаимодействия разных клеточных элементов 
Е ея 
А же на макроуровне (система), микроуро _ 
рецепторов) позволяет те А ое ом 
Е. о сопоставление данных, получен А 
лутаматных еле гр: тивным путем. Агонисты и ОАК, 
т аиболь т * моноклональные антитела к ним я о 
из типов биохимических матом современного поиска Я 

конкретных механизмов ррелят, которые могут лежать в 0с 
деятельности мозга человека. 
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